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 POVZETEK 
Mezenhimske matične/stromalne celice (MSC) so redka, neraziskana in izjemno raznolika 
skupina postnatalnih celic, iz katerih se razvije mišično-skeletni sistem. Nahajajo se v 
številnih tkivih, pri čemer se med seboj razlikujejo po diferenciacijskemu potencialu, 
morfologiji, velikosti in izražanju posameznih označevalcev. Imajo imunosupresivne 
lastnosti in veliko sposobnost regeneracije tkiv ter velik potencial za zdravljenje številnih 
avtoimunskih, vnetnih in degenerativnih bolezni ter poškodb tkiv. Kljub velikemu 
potencialu za njihovo uporabo v klinični praksi, še zmeraj veliko težavo predstavlja ohlapna 
definicija in pomanjkanje specifičnih označevalcev za identifikacijo MSC. Te problematike 
smo se v naši raziskavi dotaknili tudi mi. Namen raziskave je bil ugotoviti razlike v izražanju 
genov za označevalce diferenciranih in nediferenciranih MSC iz treh različnih delov sinovije 
kolka in trabekularne kosti ob kolku. Meritve smo izvedli na 113 vzorcih MSC, 11 različnih 
pacientov. Tkivni vzorci so bili pridobljeni med rutinsko artroskopijo kolka na Ortopedski 
kliniki Univerzitetnega kliničnega centra v Ljubljani. Med posegom so bili odvzeti vzorci 
sinovije na treh predelih kolka ter vzorec trabekularne kosti. Iz tkivnih vzorcev so izolirali 
primarne MSC, ki so jih v pogojih in vitro izpostavili adipogenemu in osteogenemu 
diferenciacijskemu mediju.Vzporedno so bili vzorci izpostavljeni tudi bazalnemu 
gojitvenemu mediju. Ti so nam služili kot kontrola. Po gojenju so iz celic izolirali RNA in 
jo v procesu reverzne transkripcije prepisali v komplementarno DNA. Ta vzorec smo 
uporabili za določanje izražanja genov za tri adipogene označevalce ADIPOQ, PPARG in 
FABP4 ter štiri osteogene označevalce OC, ALP, COL1A1 in RUNX2. Magistrska naloga pa 
vključuje tudi določitev izražanja štirih novih označevalcev MSC, katerih metodo 
kvantitativne verižne reakcije s polimerazo v realnem času (qPCR), smo predhodno 
zoptimizirali. To so označevalci, ki jih kodirajo geni PDPN, CD73, CD146 in CD16 ter 
predstavljajo imunofenotip humanih skeletnih matičnih celic. Izražanje genov za 
označevalce smo merili z metodo qPCR. Preizkusili smo tri hipoteze, ki predpostavljajo, da 
je izražanje genov za adipogene, osteogene in nove označevalce v MSC, glede na mesto 
odvzema tkiv v kolku, za izolacijo teh celic enako. Pri adipogenih in osteogenih 
označevalcih, smo preverjali tudi razlike v njihovem izražanju med diferenciranimi MSC in 
njihovimi kontrolami, da bi ugotovili, če nam ti geni služijo kot učinkoviti označevalci 
adipo- in osteo-geneze. Pri vseh genih za adipogene označevalce lahko potrdimo uspešno 
adipogeno diferenciacijo, saj so se bolje izražali pri vzorcih MSC, ki so bili izpostavljeni 
adipogenemu gojitvenemu mediju kot pri njihovih kontrolah. Prvo hipotezo smo sprejeli, saj 
 statistično značilne razlike v izražanju genov adipogenih označevalcev, glede na mesto 
odvzema tkiv, nismo uspeli dokazati. Drugo hipotezo delno sprejeli, saj smo dokazali 
statistično značilno razliko v izražanju osteogenih genov glede na mesto odvzema samo za 
dva gena, OC in COL1A1. Uspešno osteogeno diferenciacijo lahko potrdimo pri COL1A1, 
zato smo izražanje tega gena predlagali za označevalca osteogene subpopulacije MSC, 
izoliranih iz trabekularne kosti ob kolku. Ugotovili smo, da je izražanje genov za nove 
označevalce glede na mesto odvzema tkiv v kolku enako, zato smo tretjo hipotezo sprejeli. 
V MSC iz vseh tkiv se najbolje izraža CD73, najmanj pa CD146, kar je bilo tudi 
pričakovano, saj je CD146 negativni označevalec humanih skeletnih matičnih celic. Na 
podlagi rezultatov naše raziskave, predlagamo nadaljne raziskave tega področja na 
proteinskem nivoju.  
Ključne besede: mezenhimske matične/stromalne celice, metoda qPCR, adipogeni 
označevalci, osteogeni označevalci, imunofenotip humanih skeletnih matičnih celic. 
  
 ABSTRACT 
Mesenchymal stem/stromal cells (MSCs) are rare, unexplored and heterogeneous postnatal 
cell population. They are capable of differentiating into mature cells of muscle and skeletal 
system. MSCs are located in various tissues and organs, but they do not all have the same 
differentiation capacity toward certain linages. The difference between them is also in their 
size, morphology and in the expression of surface markers. MSCs have immunosuppressive 
properties and the ability to regenerate injured tissues. Based on these properties they have 
the potential for the treatment of diverse diseases. This field faces several challenges and the 
biggest one is the absence of specific MSCs markers. Therefore the purpose of this master 
thesis is comparison of differentiated and undifferentiated MSC markers expressed on cells 
isolated from three different parts of the hip synovium and trabecular bone. We have 
included113 samples of MSCs from 11 different patients in our study. Tissue samples were 
obtained during routine arthroscopy procedure at the Department of orthopedic surgery of 
University Medical center in Ljubljana. MSCs were isolated from tissue samples and 
exposed to adipogenic and osteogenic differentiation media.  At the same time we exposed 
cell replicates to basal culture media. These samples served as controls. In the next step RNA 
was isolated from the cells reversely transcribed into complementary DNA (cDNA). We 
used cDNA for measuring the expression of three adipogenic markers, ADIPOQ, PPARG 
and FABP4, and four osteogenic markers, OC, ALP, COL1A1, and RUNX2. We also 
measured the expression of four new surface markers. Initially, we optimised the method of 
quantitative polymerase chain reaction (qPCR) for measuring their expression. These are the 
markers, that are encoded by PDPN, CD73, CD146, and CD164. These markers have 
recently been discovered as markers for self-renewing, multipotent human skeletal stem 
cells. Gene expression of all listed markers was measured using qPCR. We tested three 
hypothesis that presume the expression of genes for adipogenic, osteogenic and new MSC 
markers is similar in MSCs isolated from various parts of hip synovium. We also tested the 
differences in expression of adipogenic and osteogenic markers between samples that were 
treated with adipogenic or osteogenic media and controls. Since  all adipogenic markers 
showed higher expression in treated samples we confirmed successful adipogenesis. We did 
not prove that the expression of adipogenic markers differs between MSCs obtained from 
various parts of hip, so we accepted the first hypothesis. We proved statistical difference for 
the expression of OC and COL1A1 in MSCs isolated from different parts of hip synovium. 
For osteogenic marker COL1A1 we also confirmed successful osteogenesis, therefore this 
 gene could serve as an identification marker for osteogenic subpopulation of MSC isolated 
from trabecular bone. We found out that the expression of the new markers is similar 
betweeh MSCs isolated from different tissues. Therefore we accepted the third hypothesis. 
CD73 showed the highest expression in all synovial tissues. CD146 is a negative surface 
marker for human skeletal stem cells, and as expected the expression of CD146 was the 
lowest. Based on our results and findings we suggest further research on protein level. 
 
Key words: mesenchymal stem/stromal cells, qPCR method, adipogenic markers, osteogenic 
markers, human skeletal stem cells immunophenotype. 
 
  
 SEZNAM OKRAJŠAV 
18 rRNA 18s ribosomalnaribonukleinska kislina, angl. 18S ribosomalribonucleicacid 
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Ct točka prečkanja, angl. tresholdcycle 
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dH2O ultra čista voda, angl. ultra pure water 
DNA deoksiribonukleinska kislina, angl. deoxyribonucleicacid 
E učinkovitost, angl. efficiency 
EF1A elongacijskidejanik 1α, angl. eukaryotictranslationelongationfactor 1α 
F istosmerni oligonukleotidni začetnik, angl. forward primer 
FABP4 maščobne kisline vezoči protein 4, angl. fatty acid binding protein 4 
GAPDH gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza, angl. glyceraldehyde-3-
phosphatedehydrogenase  
 HLA humani levkocitni antigeni, angl. human leucyte antigen 
MSC mezenhimske matične/stromalne celice, angl. mesenchymalstem/stromalcells 
NTC negativna kontrola, angl. no-templatecontrol 
OC osteokalcin, angl. osteocalcin 
PCR verižna reakcija s polimerazo, angl. polymerasechainreaction 
PDGFRα celični površinski receptor za trombocitni dejavnik α, angl. 
plateledderivedgrowthfactor receptor α 
PDGFRβ celični površinski receptor za trombocitni dejavnik β, angl. 
plateledderivedgrowthfactor receptor β 
PDPN podoplanin, angl. podoplanin 
PPARG s peroksisomskim proliferatorjem aktiviran receptor gama, angl. 
peroxisomeproliferator-activated receptor 
qPCR kvantitativna verižna reakcija s polimerazo v realnem času, angl. quantitative real-
time polymerase chain reaction 
R obratno smerni oligonukleotidni začetnik, angl. reverse primer 
RNA ribonukleinska kislina, angl. ribonucleicacid 
RPL32 ribosomalni protein L32, angl. ribosomal protein L32 
RT reverzna transkriptaza, angl. reverse transcriptase 
RUNX2 transkripcijski dejavnik 2 z “Runt” domeno, angl. runt-relatedtranscriptionfactor 
SD standardna deviacija, angl. standard deviation 
Sp1 družina specifičnih proteinov 1, angl. specificity protein 1 family 
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TBP TATA vezujoč protein, angl. TATA-BoxBinding Protein 
TGF-β transformirajoči rastni dejavnik β, angl. transforming growth factor β 
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TUBA α-tubulin, angl α-tubulin 
Tx tretirani vzorci, angl. treatedsamples 
V volumen, angl. volume 
Vz vzorec, angl. sample 
β2Mβ2 mikroglobulin, angl. β2-microglobulin
1 
1 UVOD 
 
1.1 MATIČNE CELICE 
 
Matične celice so posebna vrsta celic, ki omogočajo regeneracijo in obnavljanje naših tkiv 
in organov. Matična celica je nediferencirana celica s tremi ključnimi lastnostmi: 
samoobnavljanje, potentnost in plastičnost. Matične celice se samoobnavljajo z 
nesimetrično delitvijo. Nastane ena celica enaka izvorni in ena hčerinska celica, ki je bolj 
diferencirana in ima zaradi tega manjši razvojni potencial. Samoobnavljanje omogoča 
vzdrževanje populacije matičnih celic. Potentnost je sposobnost matičnih celic za 
diferenciacijo v različne, bolj usmerjene celične vrste. Glede na potentnost so matične celice 
lahko totipotentne, pluripotentne, multipotentne in oligopotentne. Totipotentne matične 
celice lahko tvorijo  celotni organizem. Nahajajo se v zigoti in blastomeri do 
stadija blastociste. Pluripotentne matične celice lahko tvorijo celice vseh zarodnih plasti in 
tudi spolne celice, nimajo pa sposobnosti diferenciacije v trofoblast. Takšne so embrionalne 
matične celice izolirane iz notranje celične mase blastociste. Multipotentne matične celice 
tvorijo več celičnih linij znotraj ene zarodne plasti, in sicer tiste iz katere 
izhajajo.  Multipotentne matične celice so tkivno specifične  celice odraslih 
tkiv. Oligopotentne matične celice pa lahko tvorijo le nekaj različnih celičnih linij, še zmeraj 
pa imajo sposobnost samoobnavljanja. Plastičnost je sposobnost matičnih celic, da  po 
presaditvi v novo okolje celice pridobijo vse lastnosti tega okolja, četudi se to okolje nahaja 
v drugi zarodni plasti. Plastičnost je torej sposobnost prilagoditve matične celice na novo 
mikrookolje. Sposobnost plastičnosti omogoča uporabo matičnih celic za zdravljenje 
različnih bolezni (1, 2, 3).   
Matične celice lahko ločimo tudi glede na izvor, na matične celice zarodka, ploda in 
odraslega organizma. V zarodku najdemo embrionalne matične celice. Matične celice ploda 
in matične celice popkovnične krvi najdemo le v plodu. Matične celice odraslega organizma 
pa najdemo v njegovih tkivih in ravno te celice so zadolžene za regeneracijo poškodovanih 
tkiv in organov (3).  
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1.2 MEZENHIMSKE MATIČNE CELICE 
 
1.2.1 Lastnosti mezenhimskih matičnih celic 
 
Mezenhimske matične/stromalne celice (angl. mesenchymal stem/stromal cells, MSC) 
izvirajo iz mezodermalne zarodne plasti, iz katere se razvijejo hrustanec, kostno tkivo, 
mišice, maščoba in druga vezivna tkiva. So postnatalne, nehematopoetske matične celice, 
saj ne sodelujejo pri tvorbi sestavin krvi. 
So pluri/multipotentne progenitorske celice. Pluripotentne so v primeru, če pride do 
diferenciacije v drugo zarodno linijo, torej do transdiferenciacije. MSC so morfološko in 
fenotipsko zelo raznolika populacija matičnih celic. Za njih je značilno, da imajo sposobnost 
pritrditve na plastično površino, kar omogoča enostavno osamitev teh celic iz vzorca 
kostnega mozga. Diferencirajo se lahko v celice kosti, hrustanca, maščobno tkivo, mišične 
celice in živčne celice. MSC so tudi sposobne tvoriti kolonije. Najprej so bile izolirane iz 
kostnega mozga. Opisali so jih kot fibroblastom podobne celice (4). Nekaj let za tem so te 
celice poimenovali stromalne matične celice kostnega mozga. Kasneje so znanstveniki 
ugotovili, da se MSC nahajajo v številnih tkivih v posebni anatomski strukturi, ki jo 
imenujemo niša. Kostni mozeg predstavlja največji vir MSC, lahko pa jih pridobimo tudi 
iz maščobnega tkiva, posteljice,  amnijske tekočine, popkovnice, mišičnega tkiva 
ter popkovnične krvi (5). MSC izolirane iz različnih tkiv se razlikujejo 
v diferenciacijskem potencialu in tudi površinskih molekulah (4). Prav tako MSC v kostnem 
mozgu ustvarjajo nišo za krvotvorne matične celice in podpirajo hematopoezo.   
Slika 1: Multipotentnost mezenhimskih matičnih/stromalnih celic. Prirejeno po (6). 
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MSC imajo zaradi svojih lastnosti izjemen potencial za uporabo v klinični praksi. Te 
lastnosti so: 
- Multipotentnost in sposobnost diferenciacije v zrele celice. 
- MSC izločajo dejavnike, ki stimulirajo ostale MSC k regeneraciji poškodovanih tkiv.  
- Bolnikove lastne matične celice spodbujamo z vnosom eksogenih matičnih celic. 
- MSC z izločanjem topnih dejavnikov (rastni dejavniki, citokini) vplivajo na lokalno 
mikrookolje. 
- Imajo sposobnost migracije v specifična tkiva. 
- MSC vplivajo na aktivnost imunskega sistema. MSC so pomembno vpletene v 
vzdrževanje imunske homeostaze, saj imajo imunosupresivne lastnosti. Delujejo 
imunomodulatorno preko medceličnih interakcij ali pa parakrino z izločanjem topnih 
imunosupresivnih dejavnikov. Vplivajo na prirojeni in pridobljeni imunski sistem (7, 
8, 9).  
Zaradi vseh teh lastnosti imajo MSC največji potencial za zdravljenje degenerativnih bolezni 
in travmatskih poškodb (7). 
 
1.2.2 Definicija in identifikacija mezenhimskih matičnih celic 
 
Kljub temu, da so bile MSC odkrite že v prejšnjem stoletju, je njihova definicija še zmeraj 
pomanjkljiva zaradi pomanjkanja specifičnih označevalcev, s katerimi bi zagotovo lahko 
identificirali MSC. Leta 2006 je Mednarodna zveza za celično terapijo (angl. International 
Society for Cellular Therapy) sprejela minimalne kriterije za definicijo in identifikacijo 
MSC. Ti kriteriji so: 
1. Sposobnost adherence na plastično površino, 
2. izražanje specifičnih površinskih molekul (fenotip celic), 
3. diferenciacija v osteoblaste, adipocite ali hondrocite v pogojih in vitro. 
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Slika 2: Minimalni kriteriji za identifikacijo MSC. Prirejeno po (5). 
 
Zmeraj, ko iz različnih tkiv in organov izoliramo MSC, moramo preveriti ali celice 
zadostujejo vsem minimalnim kriterijem. Sposobnost tvorbe kolonij MSC in vitro dokažemo 
z naselitvijo sveže izoliranih celic v gojilne posode v zelo majhni gostoti. Po določenem času 
preštejemo nastale kolonije (9). 
Gojene MSC in vitro so zelo podobne fibroblastom, zato jih po videzu ne moremo 
prepoznati. MSC najlažje identificiramo z imunofenotipizacijo s pomočjo pretočne 
citometrije. Da lahko za celico rečemo, da je MSC, mora v več kot 95% izražati pozitivne 
površinske označevalce (angl. cluster of differentiation, CD) CD73, CD90 in CD105. Ob 
enem pa celice ne smejo izražati oziroma izražajo v manj kot 2% CD45, CD34, CD14 ali 
CD11b, CD79a ali CD19 in HLA (angl. human leukocyte antigen) razreda II. Tem 
označevalcev rečemo negativni označevalci. Kombinacijo večih pozitivnih in negativnih 
označevalcev uporabljamo zato, ker specifičnega označevalca za MSC za enkrat še ni (9, 
10).  
V pogojih in vitro preverimo tudi multipotentnost MSC z merjenjem izražanja specifičnih 
genov ali z uporabo specifičnih barvanj značilnih sestavin zunajceličnega matriksa. Po 
uspešni diferenciaciji MSC v adipocite, te dokažemo z barvilom, ki se veže na lipidne 
kapljice. Za potrditev uspešne osteogene diferenciacije MSC v osteoblaste, uporabimo 
specifično barvilo, ki se veže na kalcijev fosfat, katerega izločajo zreli osteoblasti. Pri 
uspešni hondrogenezi nastanejo hondrociti, ki tvorijo glikozaminoglikane. Te določamo z 
barvilom toluidin modro (9). 
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Mednarodna zveza za celično terapijo je leta 2006 uvedla tudi pojem multipotentne 
mezenhimske/stromalne celice. Pred tem so se za MSC uporabljala različna imena, kot so 
mezenhimske progenitorske celice, multipotentne zrele, mezodermalne progenitorske celice, 
skeletne matične celice in mezenhimske matične celice. Še vedno pa se moramo zavedati, 
da izraz matična celica lahko uporabljamo le takrat, kadar dokažemo in dobro definiramo 
razvojni potencial na nivoju vsake celice v pogojih in vivo (5). 
 
1.3 SUBPOPULACIJE MEZENHIMSKIH MATIČNIH CELIC 
 
MSC so izjemno heterogena populacija celic. Dokazano je, da so tkivno specifične, saj se 
MSC, izolirane iz različnih tkiv in organov, po nekaterih lastnostih razlikujejo. Razlikujejo 
se pa lahko tudi MSC izolirane iz istih tkiv (11). Zato jih razvrščamo v podskupine oziroma 
subpopulacije. V isto skupino MSC spadajo celice, ki so si podobne po morfologiji, 
potentnosti, diferenciacijskem potencialu in površinskem izražanju označevalcev. Že v eni 
sami koloniji ločimo glede na morfologijo 3 skupine celic: zelo male in hitro deleče oziroma 
obnavljajoče se MSC, podolgovate, fibroblastom podobne MSC in velike, sploščene MSC, 
ki se delijo zelo počasi. Največji diferenciacijski potencial in sposobnost samoobnove imajo 
zelo male MSC. Pri terapevtski uporabi MSC je bistveno, da vemo, katera subpopulacija 
MSC ima primerno potentnost in diferenciacijski potencial. Razlika v izražanju površinskih 
označevalcev nam omogoča, da razlikujemo med posameznimi subpopulacijami MSC in na 
ta način s kombinacijo pozitivnih in negativnih označevalcev s celičnim sortiranjem dobimo 
bolj homogeno populacijo MSC (9, 11, 12). 
Subpopulacije torej ločimo glede na več lastnosti: morfologija, velikost, tkivni izvor in 
izražanje določenega označevalca. Glede na izražanje označevalcev poznamo kar nekaj 
subpopulacij MSC, med katerimi so tudi: 
- Stro-1+MSC: Stro-1 je prvi marker, ki se je uporabljal za identifikacijo MSC 
izoliranih iz kostnega mozga. Uporablja se tudi za identifikacijo MSC z veliko 
sposobnostjo tvorbe fibroblastom podobnih kolonij in za določitev multipotentnosti. 
Predlagan je bil tudi kot marker za določitev potentnosti (13, 14). 
- CD271+ MSC: CD271 je nizko afinitetni receptor za živčni rastni dejavnik (angl. 
low-affinity nerve growth factor receptor). Dobro se izraža pri MSC, izoliranih iz 
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kostnega mozga in se zelo nizko izraža pri krvotvornih matičnih celicah. Zato ga 
lahko uporabimo za selekcioniranje populacije MSC izolirane iz kostnega mozga 
(15, 16). CD271 se je uporabljal tudi kot označevalec primitivnih MSC (16). MSC 
iz kostnega mozga, ki so CD271+, so bolj nagnjene k osteogeni in hondrogeni 
diferenciaciji kot nesortirane MSC (18). 
- CD105+ MSC: CD105 je del transformirajočega rastnega dejavnika β (angl. 
transforming growth factor β, TGF-β). Izražanje CD105 se zelo razlikuje glede na 
lokacijo MSC. 90% MSC iz kostnega mozga in maščobnega tkiva izraža CD105 in 
le 20-30% MSC izoliranih iz sklepne ovojnice (19). CD105 izražajo tudi endotelijske 
in krvotvorne matične celice (20). 
- CD106+ MSC: CD106 je celični površinski protein, ki je vključen v adhezijo 
levkocitov na endotelij žil (21). Izraža se na 30-75% MSC izoliranih iz kostnega 
mozga in tudi na MSC, ki se nahajajo v placenti. MSC iz maščobnega tkiva nizko 
izražajo CD106 (22). 
- CD146+ MSC: CD146 je membranski glikoprotein, katerega izražanje se tudi 
razlikuje od tkiva do tkiva. Na delež MSC, ki izražajo CD146, vplivajo tudi pogoji, 
v katerih gojimo celice. 40-70% MSC, izoliranih iz kostnega mozga, izraža CD146. 
Izražanje tega označevalca je v maščobnem tkivu manjše (22). 
- PDGFRα+ MSC: PDGFRα je celični površinski receptor za trombocitni dejavnik α 
(angl. plateled derived growth factor receptor α). Razpon njegovega izražanje na 
MSC, izoliranih iz kostnega mozga, je med 10 in 90%. Na stopnjo izražanja vpliva 
starost posameznika, saj s starostjo njegovo izražanje pada (14). 
- PDGFRβ+ MSC: PDGFRβ je celični površinski receptor za trombocitni dejavnik β 
(angl. plateled derived growth factor receptor β), ki ga obilno izražajo MSC izolirane 
iz kostnega mozga in maščobnega tkiva (23). 
- CDCR4+ MSC: CDCR4 je α-kemokinski receptor tipa 4 (angl. C-X-C chemokine 
receptor type 4), ki ga v primarni kulturi MSC izražajo na svoji površini. Po 4 do 5 
pasažah MSC ne izražajo več tega označevalca (24). 
Pred kratkim so odkrili tudi imunofenotip humanih skeletnih matičnih celic, kjer so te 
matične celice identificirali kot populacijo multipotentnih celic pozitivnih za podoplanin 
(PDPN), CD73 in CD164 ter negativnih za CD146 (25). 
  
7 
1.4 DIFERENCIACIJA MEZENHIMSKIH MATIČNIH CELIC 
 
Kot že omenjeno, je multipotentnost ena izmed lastnosti MSC, ki ločuje to izjemno 
heterogeno in redko skupino celic od ostalih celičnih populacij. MSC imajo sposobnost 
diferenciacije v različne celične linije mezoderma. In vitro se MSC lahko diferencirajo v 
osteoblaste, hondrocite, adipocite, miocite in živčne celice. V katero celično linijo se 
diferencirajo MSC je odvisno od prisotnosti različnih citokinov, rastnih dejavnikov, 
transkripcijskih dejavnikov in od ekstracelularnih molekul matriksa. In vitro diferenciacija 
MSC v posamezne celične linije zahteva prisotnost določenih molekul, za katere je znano, 
da inducirajo diferenciacijo v želeno celično linijo (26). V regulacijo smeri diferenciacije 
MSC so vključene številne signalne poti, med katerimi soTGF-β/kostni morfogenetski 
protein (angl. bone morphogenetic protein, BMP), Wnt (angl. wingless-typeand Int1), Notch 
in druge signalne poti (27).  
 
1.4.1 Osteogena diferenciacija 
 
Diferenciacija MSC v osteoblaste vključuje kompleksne interakcije med velikim številom 
parakrinih in avtokrinih signalov, ki aktivirajo molekularne mehanizme za uspešno 
osteogeno diferenciacijo (28). 
Najpomembnejši transkripcijski dejavniki za diferenciacijo MSC v osteocite so 
transkripcijski dejavnik 2 z “Runt” domeno (angl. runt-related transcription factor, 
RUNX2), osteriks (angl. osterix) in β-katenin (angl. β-catenin) (28). Študije so pokazale, da 
je RUNX2 poleg osteogene diferenciacije nujen tudi za formacijo kosti. Ob enem pa inhibira 
diferenciacijo v adipocite in hondrocite. RUNX2 k osteogeni  diferenciaciji prispeva tudi z 
aktivacijo specifičnih osteoblastnih genov, ki kodirajo osteriks, 
osteonektin, osteopontin, α 1 verigo kolagena tipa 1 (angl. collagen type I α chain, 
COL1A1) (6). Osteriks je protein, ki spada v družino specifičnih proteinov 1 (angl. specifity 
protein 1 family, Sp1). Tudi ta protein je odgovoren za osteogeno diferenciacijo in 
tvorbo kortikalne in trabekularne kostnine. Aktivacija signalne poti Wnt v MSC inducira 
izražanje osteriksa in supresijo s peroksisomskim proliferatorjem aktiviranega receptorja 
gama (angl. peroxisomeproliferator-activated receptor gamma, PPARG), ki pa je potreben 
8 
za adipogenezo. Ključno vlogo ima tudi β-katenin. Njegova odsotnost inhibira osteogeno 
diferenciacijo. Aktivnost β-katenina je regulirana z Wnt signalno potjo.  
Diferenciacijo MSC v osteocite in vitro dosežemo z inkubacijo celične linije z gojitvenim 
medijem, ki dodatno vsebuje še β-glicerol fosfat, deksametazon, askorbinsko kislino-2-
fosfat in kombinacijo TGF-β, BMP ali vitamina D3 (26). 
 
1.4.2 Adipogena diferenciacija 
 
Adipogena diferenciacija vodi v nastanek adipocitov oziroma maščobnih celic. Adipociti 
tekom diferenciacije nastanejo z akumulacijo lipidov v celičnih vakuolah. Glavna naloga 
nastalih adipocitov je sinteza in shranjevanje lipidov, ki tvorijo maščobno tkivo (26). 
Glavni transkripcijski dejavnik, ki usmerja adipogeno diferenciacijo je PPARG. Spada v 
družino steroidnih oziroma tiroidnih genskih receptorjev, torej v družino nuklearnih 
receptorjev (29). Njegovo izraženje se poveča med adipogeno diferenciacijo. Ko je izražanje 
PPARG majhno, adipogena diferenciacija ne more poteči. Znano je tudi, da PPARG zavira 
diferenciacijo MSC v kostne celice, torej zavira osteogeno diferenciacijo. PPARG se med 
adipogeno diferenciacijo izraža v dveh izoformah, in sicer PPARG1 in PPARG2. Slednja se 
dominantno izražata v maščobnem tkivu (26, 30).  
Zraven PPARG poznamo še druge pro-adipogene transkripcijske dejavnike. Takšni so še  
C/EBPs (angl. CCAAT-enhancer-binding family of proteins) in KLFs (angl. Krüppel-like 
factors) (31). 
Diferenciacijo MSC v adipocite in vitro dosežemo z gojitvenim medijem, ki vsebuje 3-
izobutil-1-metil-ksentin, inzulin, indometacin, trijodotironin, acetil-koencim A sintaza 2-
fosfat, osnovni fibroblastnirastni dejavnik in deksametazon (26). 
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2 NAMEN DELA 
 
Mezenhimske matične/stromalne celice (MSC) so multipotentna in heterogena populacija 
celic, ki jih lahko izoliramo iz različnih tkiv. MSC imajo imunosupresivne lastnosti in 
sposobnost regeneracije tkiv. Zaradi teh lastnosti imajo velik potencial za zdravljenje 
številnih avtoimunskih, vnetnih in degenerativnih bolezni in poškodb tkiv. Kljub velikemu 
potencialu imajo pomanjkljivosti, ki omejujejo njihovo uporabo. Ena glavnih 
pomanjkljivosti je njihova ohlapna definicija. Glavni vzrok za to je pomanjkanje specifičnih 
označevalcev MSC, ki bi omogočili hitrejšo prepoznavo teh celic (32, 33). 
Namen magistrske naloge je ugotoviti razlike v izražanju genov za označevalce 
diferenciranih in nediferenciranih mezenhimskim matičnih/stromalnih celic (MSC) iz 
različnih delov sinovije kolka in trabekularne kosti iz glave stegnenice ob kolku. 
Glede na zastavljene cilje magistrske naloge, smo postavili naslednje ničelne hipoteze, ki 
smo jih s statističnimi testi poskušali zavrniti: 
1. Izražanje genov za adipogene označevalce v mezenhimskih matičnih/stromalnih 
celicah je glede na mesto odvzema tkiv v kolku za izolacijo teh celic enako. 
2. Izražanje genov za osteogene označevalce v mezenhimskih matičnih/stromlanih 
celicah je glede na mesto odvzema tkiv v kolku za izolacijo teh celic enako. 
3. Izražanje genov za nove označevalce mezenhimskih matičnih/stromalnih celic je 
glede na mesto odvzema tkiv v kolku za izolacijo teh celic enako. 
Za adipogene označevalce smo uporabili gene ADIPOQ, PPARG in FABP4, ki kodirajo 
adiponektin, s peroksisomskimproliferatorjem aktivirani receptor gama ter maščobne kisline 
vezoči protein 4. Izmerili smo jih na vzorcih MSC, ki so bili podvrženi adipogeni 
diferenciaciji. Za osteogene označevalce smo uporabili gene OC, COL1A1, ALP, RUNX2, 
ki kodirajo osteokalcin, α-1-verigo kolagena tipa 1, alkalno fosfatazo in transkripcijski 
dejavnik 2 z ''Runt'' domeno. Izmerili smo jih pri vzorcih MSC, ki so bili podvrženi osteogeni 
diferenciaciji. Nove označevalce smo določili pri vzorcih MSC, ki niso bili podvrženi nobeni 
diferenciaciji in so bili pred kratkim dokazani kot označevalci humanih skeletnih matičnih 
celic. Izmerili smo gene, ki kodirajo podoplanin, CD73, CD146 in CD164. Za nove 
označevalce smo naprej optimizirali metodo kvantitativne verižne reakcije s polimerazo v 
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realnem času (angl. quantitative real-time polymerase chain reaction, qPCR) za določitev 
optimalne koncentracije oligonukleotidnih začetnikov za izražanje teh genov 
 
3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 VZORCI 
 
Meritve izražanja vseh označevalcev smo izvedli na 113 vzorcih MSC pridobljenih iz tkiv 
sinovije in trabekularne kosti, 11 različnih preiskovancev (Priloga 1). Tkivni vzorci so bili 
pridobljeni med rutinsko artroskopijo kolka na Ortopedski kliniki Univerzitetnega 
kliničnega centra v Ljubljani. Preiskovanci so bili na artroskopijo kolka napoteni zaradi 
različnih vzrokov. Med posegom so vsakemu preiskovancu odvzeli vzorce sinovije na 3 
predelih kolka, in sicer sinovija v perilabralnem sulkusu (S1), sinovija v acetabularni fosi 
(fossa acetabuli) (S2) ter sinoviji v perifernem kompartmentu (S3) in trabekularne kosti 
vratu stegnenice ob kolku (KO). 
Na Katedri za klinično biokemijo Fakultete za farmacijo Univerze v Ljubljani so iz teh tkiv 
izolirali primarne MSC in jih namnožili v pogojih in vitro. Vzorci izoliranih MSC so bili 
izpostavljeni različnim diferenciacijskim medijem (adipogenemu in osteogenemu). 
Vzporedno so replikate celic tudi izpostavili bazalnemu gojitvenemu mediju (netretirani 
vzorci/kontrole, Ctl). Po gojenju so iz celic izolirali ribonukleinsko kislino (angl. ribonucleic 
acid, RNA) in naredili reverzno transkripcijo v komplementarno DNA (angl. 
complementary DNA, cDNA). Tako so dobili vzorce, ki smo jih uporabili za določanje 
izražanja genov za označevalce. Vzorci cDNA so bili treh različnih koncentracij, in sicer 
10,0 ng/µL, 5,0 ng/µL in 2,5 ng/µL. Pred določanjem izražanja smo vse vzorce redčili na 
isto koncentracijo (0,625 ng/µL). 
Magistrska naloga vključuje tudi optimizacijo oligonukleotidnih začetnikov za merjenje 
izražanja genov za nove označevalce. Za vzorce oziroma pripravo standardov smo uporabili 
zmesi vzorcev cDNA različnih preiskovancev s koncentracijo 10,0 ng/µL. 
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3.2 MATERIALI IN OPREMA 
 
Reagenti: 
- raztopine cDNA za pripravo vzorcev in standardov, 
- ultra čista voda  (dH2O, Sigma-Aldrich), 
- 5x HOT FIREPol®EvaGreen®qPCRSupermix (SolisBioDyne, Estonija) (33), ki 
vsebuje: 
o HOT FIREPol® DNA polimerazo, 
o 5x EvaGreen® qPCR pufer, 
o 12,5 mM MgCl2 (1x PCR raztopina – 2,5 mM), 
o dNTP-je in dUTP-je, 
o EvaGreen® barvilo, 
o ojačevalec baznega para gvanozin-citozin, 
o modro vizualizacijsko barvilo,  
o raztopine parov oligonukleotidnih začetnikov za različne gene (Preglednica 
I) (Macrogen, Sigma-Aldrich). 
Preglednica I: Oligonukleotidni začetniki, ki smo jih uporabili za merjenje izražanja genov. 
Kratica 
gena 
Celotno ime gena Označevalec 
diferenciranih/ne-
diferenciranih 
MSC 
Zaporedje 
oligonukleotidnih 
začetnikov 5'-3' 
Optimalna 
koncentracija 
oligonukleo-tidnih 
začetnikov 
[nM] 
ADIPOQ adiponektin, vsebujoč 
C1Q in kolagensko 
domeno 
 
 
 
 
adipogena 
diferenciacija 
istosmerni: 
TGGTGAGAAGG
GTGAGAA  
obratnosmerni: 
AGATCTTGGTA
AAGCGAATG  
 
100 
PPARG s peroksisomskim 
proliferatorjem  
aktivirani receptor 
gama  
adipogena 
diferenciacija 
istosmerni: 
CACAAGAACAG
ATCCAGTGGTTG
CAG  
obratnosmerni: 
AATAATAAGGT
200 
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GGAGATGCAGG
CTCC 
 
FABP4 maščobne kisline 
vezoči protein 4  
adipogena 
diferenciacija 
istosmerni: 
TGGTTGATTTTC
CATCCCAT  
obratnosmerni: 
GCCAGGAATTT
GACGAAGTC  
 
600 
OC Osteokalcin osteogena 
diferenciacija 
istosmerni: 
AGCGAGGTAGT
GAAGAGAC  
obratnosmerni: 
GAAAGCCGATG
TGGTCAG  
 
200 
COL1A1 α-1-veriga kolagena 
tipa 1 
osteogena 
diferenciacija 
istosmerni: 
GCCAAGACGAA
GACATCCCA 
obratnosmerni: 
GTTTCCACACGT
CTCGGTCA 
 
600 
ALP alkalna fosfataza osteogena 
diferenciacija 
istosmerni: 
CCGTGGCAACT
CTATCTTTGG  
obratnosmerni: 
GCCATACAGGA
TGGCAGTGA  
 
200 
RUNX2 transkripcijski  
dejav-nik 2 
z “Runt” domeno  
osteogena 
diferenciacija 
istosmerni: 
AGCAAGGTTCA
ACGATCTGAGA
T  
obratnosmerni: 
TTTGTGAAGAC
GGTTATGGTCA
A  
200 
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PDPN Podoplanin nediferencirane 
MSC 
istosmerni: 
TGACTCCAGGA
ACCAGCGAAG  
obratnosmerni: 
GCGAATGCCTG
TTACACTGTTGA 
200 
CD73 5'-nukleotidaza nediferencirane 
MSC 
istosmerni: 
AGGGGTGTGGA
CGTCGTGGT 
obratnosmerni: 
CCCAGCAGGCA
CCTCTTTGGA 
200 
CD146 Celični površinski 
glikoprotein MUC18 
nediferencirane 
MSC 
istosmerni: 
GGGTACCCCATT
CCTCAAGT 
obratnosmerni: 
CAGTCTGGGAC
GACTGAATG 
600 
CD164 sialomucin jedrni 
protein 24 
nediferencirane 
MSC 
istosmerni: 
GGCACCAGAAA
CCTGTGAAG 
obratnosmerni: 
TGTCGTGTTCCC
CACTTGAC 
200 
GAPDH gliceraldehid-3-
fosfat dehidrogenaza  
referenčni gen  istosmerni: 
TGCACCACCAA
CTGCTTAGC  
obratnosmerni: 
TGGCATGGACT
GTGGTCATG  
 
100 
 
Laboratorijska oprema in material: 
- epice volumna 0,5 ml in 2,0 ml (Sarstedt, Eppendorf, Nemčija), 
- nastavki za pipete različnih barv, glede na pripadajoč volumen: do 10 µL, do 200 µL 
in do 1000 µL (Sarstedt, TipOne, Nemčija), 
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- polavtomatske pipete različnih volumnov (Eppendorf Research, Nemčija): 
o 0,5-1 µL, 
o 2-20 µL, 
o 20-2000 µL, 
o 100-1000 µL, 
- komora za PCR z UV in VIS lučjo DNA/RNA UV-Cleaner UVT-S-AR (BIOSAN, 
Latvija),  
- rotacijski stresalnik: Combi-Spin, FVL-2400N (BIOSAN, Latvija),  
- centrifuga za mikrotitrsko ploščico (CENTRIC 322A, Tehtnica, Slovenija), 
- ciklični pomnoževalnik: LightCycler® 480 II (Roche, Nemčija), 
- mikrotitrske ploščice s 384 vdolbinicami bele barve (LightCycler® 480 II, Roche, 
Nemčija), 
- samolepilna folija prozorne barve za mikrotitrsko ploščico (LightCycler® 480 II, 
Roche, Nemčija), 
- plastična kartica, namenjena za lepljenje folije na mikrotitrsko ploščico, 
- hladilnik za shranjevanje, 
- zamrzovalnik za shranjevanje vzorcev in oligonukleotidnih začetnikov ter drugih 
reagentov. 
 
3.3 STERILIZACIJA LABORATORIJSKEGA MATERIALA IN PRIPRAVA 
KOMORE PRED PRIČETKOM DELA 
 
Pred delom v laboratoriju smo si nadeli haljo in rokavice za enkratno uporabo. Pri delu smo 
skrbeli za red in čistočo. Ker so naši vzorci predstavljali cDNA, smo morali biti vedno 
pozorni na vse možne vire kontaminacije. V primeru kontaminacije vzorcev ali reagentov, 
bi bili rezultati neuporabni oziroma napačni. Pred pričetkom dela smo sterilizirali pipetne 
nastavke in epice. Avtoklaviranje je trajalo 20 minut na 121°C pri tlaku 1 bar. Po končani 
sterilizaciji smo pipetne nastavke in epice dali v sušilnik, kjer so se posušili. Delovno 
komoro, pipete, rotacijski stresalnik, plastično kartico, nastavke za pipete oz. njihove 
vsebnike, epice smo pred pričetkov dela prebrisali s 3% hipokloritom. Na ta način smo 
zagotovili, da ni prišlo do kontaminacije. Po čiščenju s hipokloritom smo delovno komoro 
zaprli in za 10-15 minut prižgali UV lučko. Nato smo v delovno komoro zložili še reagente, 
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vzorce in standarde, ki smo jih tudi prebrisali s 3% hipokloritom. Ko smo z zaščitnimi 
rokavicami segli izven delovne komore, smo jih razkužili z 70% etanolom.  
 
Po končanem delu v komori, smo vzorce pospravili v zamrzovalnik na -80 °C. Regenti so 
bili shranjeni v zamrzovalniku na -20 °C. Ultra čisto vodo smo pospravili v hladilnik na 4 
°C.  
 
3.4 KVANTITATIVNA VERIŽNA REAKCIJA S POLIMERAZO V REALNEM 
ČASU 
 
Odkritje verižne reakcije s polimerazo (angl. polymerase chain reaction, PCR) leta 1983 
(Kary Banks Mullis) pomeni prelomnico v razvoju molekularne biologije, saj je ena 
najpomembnejših in najpogosteje uporabljenih tehnik v molekularni biologiji. PCR je in 
vitro metoda, ki nam omogoča sintezo velike količine izbranega odseka nukleinskih kislin v 
kratkem času. Pomnoževanje nam omogočajo pravilno izbrani oligonukleotidni začetniki, 
temperaturno stabilna DNA polimeraza in ciklično pomnoževanje.  
Pri prvi izvedbi verižne reakcije s polimerazo, se produkt lahko izmeri le v končni točki. V 
nasprotju pa nam kvantitativna verižna reakcija s polimerazo v realnem času (angl. 
quantitative real-time polymerase chain reaction, qPCR) omogoča kontinuirano spremljanje 
reakcije. Količino produkta izmerimo v vsakem ciklu v eksponentni fazi reakcije s pomočjo 
fluorescenčnega signala. PCR v realnem času nam omogoča kvantifikacijo majhnih količin 
nukleinskih kislin v vzorcu (35). 
 
3.4.1 Osnovni princip metode reakcije z verižno polimerazo 
 
Vsak cikel reakcije z verižno polimerazo je sestavljen iz treh korakov, ki se ciklično ponovijo 
približno 40-krat: 
1. Denaturacija: z visoko temperaturo dosežemo denaturacijo dvoverižne molekule DNA. 
Ta korak je potreben zato, da se na enoverižno molekulo DNA v naslednjem koraku 
lahko prilegajo oligonukleotidni začetniki. Denaturacija po navadi poteka pri temperaturi 
95 °C. 
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2. Prileganje: na enoverižno molekulo DNA se prilegajo specifični oligonukleotidni 
začetniki, ki v naslednjem koraku omogočajo pomnoževanje. Oligonukleotidni začetniki 
so enoverižne nukleotidne sekvence dolge 18 do 24 nukleotidov, ki se komplementarno 
prilegajo enoverižni molekuli DNA. Odsek, ki ga želimo pomnoževati, omejimo z 
dvema oligonukleotidnima začetnikoma, pri čemer se vsak prilega na eno izmed verig 
DNA. Prileganje poteka pri temperaturi od 40 °C do 60 °C, ki jo določimo glede na 
talilno temperaturo oligonukleotidnih začetnikov. Temperatura prileganja je po navadi 5 
°C nižja od talilne temperature začetnikov. 
3. Podaljševanje omogoča encim DNA polimeraza, ki enoverižni DNA komplementarno 
dodaja nukleotide. Na ta način nastane dvoverižna DNA. Najučinkovitejše prileganje 
poteka pri temperaturi 70-72 °C. Ta temperatura je najbolj optimalna za delovanje DNA 
polimeraze (35). 
Po končanem podaljševanju verige sledi ponovna denaturacija nastalih produktov in cikel se 
ponovi. Na ta način naj bi v idealnih pogojih v vsakem ciklu nastalo 2-krat več produkta. 
Skupno število pomnoženega produkta, če je pomnoževanje idealno, je 2n, pri čemer je n 
število ciklov. V realnosti učinkovitost pomnoževanja ni idealna (36). 
Z opisano metodo se pomnožuje DNA. Za pomnoževanje in detektiranje RNA molekule, 
moramo najprej RNA prepisati v cDNA v procesu reverzne transkripcije. V tem primeru 
potrebujemo encim, katerega matrica je RNA molekula. Tak encim se imenuje reverzna 
transkriptaza (angl. reverse transcriptase, RT).   
 
3.4.2 Merjenje produkta 
 
Nastali produkt reakcije z verižno polimerazo, je lahko označen nespecifično ali specifično. 
Označevanje produkta nam omogoča zaznavo le-tega. 
1. Nespecifično označevanje: uporabljajo se barvila, ki se vežejo na dvoverižno DNA. 
Gre za planarne strukture, ki se interkelirajo kamorkoli med dvovijačno DNA. Primer 
takega barvila je SYBR Green I. Ob njegovi vgradnji v dvovijačno DNA je njegova 
fluorescenca lahko tudi do 1000-krat večja kot takrat, ko je barvilo prosto v reakcijski 
raztopini. Večja kot je količina nastale dvoverižne DNA, več barvila se bo 
interkeliralo. Posledično bo večji fluorescenčni signal (36, 37, 38). Velika prednost, 
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zaradi katere se nespecifično označevanje produkta PCR najpogosteje uporablja, je 
predvsem nizka cena in enostavnost (39). 
 
Slika 3: Nespecifično označevanje nastalega produkta pri qPCR. Prirejeno po (39). 
 
2. Specifično označevanje: uporabljajo se fluorescenčno označeni oligonukleotidi ali 
sonde, ki se specifično vežejo na enoverižno molekulo DNA. Primer specifičnega 
označevanja so pogosto uporabljene hidrolizirajoče sonde. Sonda je sestavljena iz 
nekaj oligonukleotidov, ki v svoji strukturi vsebujejo fluorescenčni označevalec in 
dušilec signala. Ko je sonda specifično vezana na enoverižno DNA, fluorescenčni 
označevalec oddaja signal, a ga dušilec absorbira. Fluorescenčni signal zaznamo, ko 
ob sintezi druge pripadajoče verige z DNA polimerazo pride do razgradnje sonde. 
Fluorescenčni označevalec in dušilec se oddaljita, zato fluorescenčni signal poraste. 
Da pride do razgradnje sonde, mora DNA polimeraza imeti 5'-eksonukleazno 
aktivnost (36). 
 
Slika 4: Specifično označevanje nastalega produkta pri qPCR. Prirejeno po (36). 
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3.4.3 Krivulja pomnoževanja 
 
Pomnoževanje izhodnega materiala lahko predstavimo s krivuljo pomnoževanja. Ta je 
sestavljena iz 4 delov oziroma faz: linearna faza, zgodnja eksponentna faza, eksponentna 
faza in faza platoja (40). 
1. V linearni fazi fluorescenčni signal še ni dosegel pražne vrednosti (angl. threshold). 
Fluorescenca produkta je manjša od fluorescence ozadja. Po navadi linearni del 
pomnoževanja zajema prvih 10 do 15 ciklov. V linearni fazi se empirično za vsak 
poskus posebej določi fluorescenca ozadja (35, 41).  
2. V zgodnji eksponentni fazi fluorescenčni signal preseže pražno vrednost. Točko, v 
katerem torej zaznamo fluorescenčni signal, imenujemo točka prečkanja 
(angl. crossing point, Cp ali thresholdcycle, Ct). Večja kot je izhodna koncentracija 
matrice, manjši je Cp/Ct (41, 42). 
3. V eksponentni fazi je je pomnoževanje najbolj optimalno. PCR produkt se v idealnih 
pogojih podvoji. V tej fazi poteka kvantifikacija produkta reakcije.  
4. Reakcija doseže fazo platoja, ko ni na voljo več vseh potrebnih gradnikov za sintezo 
nove verige nukleinske kisline. Fluorescenčni signal ni uporaben (41, 43). 
 
Slika 5: Štiri faze pomnoževanja pri qPCR. Prirejeno po (41). 
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3.4.4 Točka prečkanja 
 
Točka prečkanja (Cp) predstavlja cikel PCR, v katerem fluorescenčni signal signifikantno 
preseže pražno vrednost. S pomočjo vrednosti Cp določimo koncentracijo pomnožene 
nukleinske kisline. Večja kot je izhodna koncentracija matrice, manjši je Cp. Če primerjamo 
Cp dveh vzorcev z različno izhodno koncentracijo matrice, bo vzorec, katerega izhodna 
koncentracija nukleinske kisline je bila enkrat višja, imel Cp vrednost za eno enoto manjšo 
ob idealnem pomnoževanju oziroma učinkovitosti. 
 
Slika 6: Prikaz točke prečkanja in Cp na amplifikacijskih krivuljah. Prirejeno po (35). 
 
3.4.5 Normalizacija in kontrole 
 
Normalizacija izražanja tarčnih genov je nujna, saj na ta način izničimo neskladja in vire 
variabilnosti med posameznimi vzorci in poizkusi. Normalizacija nam omogoča primerjavo 
med vzorci. Virov, ki bi lahko vplivali na končni rezultat izražanja, je več. Na variabilnost 
lahko vpliva sam odvzem vzorca in izolacija RNA. Do razlik lahko pride tudi pri procesu 
reverzne transkripcije, pipetiranju in pri samem procesu qPCR (41). Načinov in metod 
normalizacije je več; na primer normalizacija na količino vzorca (angl. normalizing to 
samplequantity), normalizacija na RNA ali DNA koncentracijo (angl. normalizing to RNA 
or DNA quantity) in normalizacija na referenčni gen (angl. normalizing to a reference gene) 
(35). Slednja metoda normalizacije je uporabljena najpogosteje. Izvedemo jo tako, da 
izražanje tarčnega gena normaliziramo oziroma primerjamo z izražanjem referenčnega gena. 
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Referenčni gen je endogena kontrola, katere sekvenca je drugačna od sekvence tarčnega 
gena. Po definiciji so referenčni geni tisti geni, ki so potrebni za delovanje procesov, ki so 
bistveni za preživetje celice. Izražajo se konstantno in stabilno. Referenčni gen se mora 
izražati podobno kot tarčni gen, eksperimentalni pogoji in dejavniki pa ne smejo vplivati na 
njegovo izražanje. Razlika v izražanju referenčnega gena med različnimi tkivi mora biti 
minimalna. Prav tako na njegovo izražanje ne bi smela vplivati različna fiziološka stanja (35, 
44). Takšni geni so 18S rRNA (18S ribosomalna RNA), 28S rRNA (28S ribosomalna RNA), 
TUBA (α-tubulin), ACTB (β-aktin), β2M (β2-mikroglobulin), ALB (albumin), RPL32 
(ribosomalni protein L32), TBP (TATA vezujoč protein), EF1A (elongacijski dejavnik 1α), 
GAPDH (gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza) in drugi (44). Najpogosteje uporabljen 
referenčni gen je GAPDH in je pogosto naveden kot ''klasičen'' referenčni gen. Njegovo 
izražanje je zelo stabilno. Razlik v izražanju med različnimi tkivi ni (44). Kljub temu lahko 
v nekaterih virih zasledimo, da se izražanje GAPDH poveča v nekaterih rakavih celicah in 
celicah, ki so bile tretirane s tumorsupresorji (35).  
V naši raziskavi smo uporabili referenčni gen GAPDH. 
Kontrole pri qPCR nam zagotovijo, da je izvor signala dejansko tarčna molekula, in na ta 
način  zagotavljajo specifičnost. Vsak eksperiment qPCR mora vsebovati negativno kontrolo 
(angl. no-template control, NTC). V postopku optimizacije qPCR pa morajo vsebovati tudi 
-RT kontrolo (angl. no-RT). Negativna kontrola vsebuje vse komponente reakcijske zmesi 
razen vzorca DNA ali cDNA. Če pride do pomnoževanja med qPCR oziroma do nastanka 
produkta v NTC, je prišlo do nastanka povezav med oligonukleotidnimi začetniki, ali pa je 
produkt posledica kontaminacije reakcijske zmesi. -RT kontrola vsebuje vse komponente 
reakcijske zmesi v procesu reverzne transkripcije razen encima reverznetranskriptaze. 
Produkt, ki nastane v -RT kontroli, kaže na prisotnost genomske DNA, ki se pomnožuje kot 
cDNA. 
V naši raziskavi smo NTC uporabili v vsakem eksperimentu. -RT kontrolo pa smo uporabili 
le pri določanju optimalne koncentracije oligonukleotidnih začetnikov za določitev izražanja 
genov za nove označevalce MSC. 
  
21 
3.4.6 Uporaba metode qPCR za merjenje izražanja označevalcev MSC 
 
Z metodo qPCR smo optimizirali 4 nove oligonukleotidne začetnike in določili izražanje 11 
označevalcev. Potek reakcije, ki je prikazan v preglednici 2, smo izvedli po navodilu 
proizvajalca reagenta 5x EvaGreen® PCR Supermix. 
Preglednica II: Pogoji za izvedbo qPCR. 
Stopnja reakcije  Temperatura  Čas  Število ciklov  
Začetna aktivacija polimeraze  95 °C  12 min  1  
Denaturacija  95 °C  15 s  45x 
Prileganje  60 °C  30 s  
Podaljševanje  72 °C  30 s  
Talilna krivulja (angl. meltingcurve)  65-97 °C    1  
 
Stopnje PCR - denaturacija, prileganje in podaljševanje so se ponovile 45-krat. 
Kvantifikacija produkta je potekala v vsakem ciklu. Po končanih ciklih se je pričelo 
postopno segrevanje produkta za nastanek talilne krivulje. 
 
3.5 OPTIMIZACIJA NOVIH OLIGONUKLEOTIDNIH ZAČETNIKOV 
 
Pred merjenjem izražanja genov PDPN, CD73, CD146 in CD164, smo določili optimalno 
koncentracijo oligonukleotidnih začetnikov za te štiri gene (preglednica III). Optimizacijo 
smo izvedli na ta način, da smo za vsakega izmed naštetih genov testirali tri različne 
koncentracije oligonukleotidnih začetnikov: 100, 200 in 600 nM. Glede na rezultate 
standardne in talilne krivulje smo določili optimalno koncentracijo novih oligonukleotidnih 
začetnikov. 
Preglednica III: Seznam genov, pri katerih smo optimizirali oligonukleotidne začetnike. 
Gen Ime proteina Vloga proteina 
PDPN podoplanin Pomemben je za celično migracijo in adhezijo. 
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CD73 5'-nukleotidaza  Kodira membranski protein, ki katalizira pretvorbo 
ekstracelularnih nukleotidov v nukleotide, ki so 
zmožni prehoda čez celično membrano. 
CD146 celični površinski 
glikoprotein MUC18 
Kodira adhezijske molekule melanomskih celic. 
CD164 sialomucin jedrni 
protein 24 
Kodira sialomucin, ki naj bi imel vlogo v 
hematopoezi. 
 
3.5.1 Priprava standardov za umeritveno krivuljo 
 
Za vsakega izmed naštetih genov smo naredili le eno standardno krivuljo pri koncentraciji 
oligonukleotidnih začetnikov 200 nM. Z redčenjem izhodne raztopine cDNA s koncentracijo 
10 ng/L, smo pripravili 6 raztopin standardov padajočih koncentracij. Redčili smo z ultra 
čisto vodo. V preglednici IV je zapisan postopek izdelave standardnih raztopin. 
Preglednica IV: Primer priprave standardne krivulje. 
Standard Volumen cDNA(µL) Volumen voda 
(µL) 
Končni volumen 
(µL) 
Prenos 
(µL) 
St1 (2,5 ng/ µL) 67,5 µL cDNA 202,5 270 180 
St2 (1,25 ng/ µL) 180 180 360 90 
St3 (0,625 ng/ µL) 90 90 180 90 
St4 (0,3125 ng/ µL) 90 90 180 90 
St5 (0,1653 ng/ µL) 90 90 180 90 
St6 (0,0825 ng/ µL) 90 90 180  
 
Volumen cDNA in  ultra čiste vode smo izračunali po postopku, ki je prikazan v preglednici 
V. Z istim postopkom smo izračunali vse volumne v nadaljevanju. 
Preglednica V: Primer izračuna volumna cDNA in ultra čiste vode. 
C1=10 ng/ µL (izhodna raztopina cDNA) 
C2=2,5 ng/ µL (standard 1) 
V2=270 µL 
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V1=? 
C1V1=C2V2 
V1= C2V2/C1 
V1=67,5 µL 
 
Za koncentracijo oligonukleotidnih začetnikov 100 nM in 600 nM nismo pripravili 
standardne krivulje. Izmerili smo izražanje standarda 2 s koncentracijo 2,5 ng/L in -RT pri 
100 in 600 nM. Za -RT smo uporabili vzorec številka 71. Dobljene rezultate smo primerjali 
na standard 2 in -RT pri vseh treh koncentracijah. Z -RT kontrolo preverimo prisotnost 
genomske DNA in medsebojno vezavo oligonukleotidnih začetnikov. Produkt ne sme 
nastati. 
 
3.5.2 Priprava reakcijske zmesi 
 
Zraven standardnih raztopin in -RT za izvedbo qPCR potrebujemo še reakcijsko zmes z 
vsemi potrebnimi komponentami. Reakcijsko zmes smo pripravili za vsak oligonukleotidni 
začetnik in za vsako koncentracijo le-tega posebej. 
Preglednica VI: Primer priprave reakcijske zmesi za qPCR za oligonukleotidne začetnike s koncentracijo 100 nM. 
 1x 7x 
dH2O 5,85 40,95 
Istosmerni oligonukleotidni 
začetnik 20µM 
0,075 0,525 
Obratnosmerni 
oligonukleotidni začetnik  
20µM 
0,075 0,525 
EvaGreen 5x 3 21 
cDNA 6  
Reakcijske zmesi smo zmeraj pripravili v 10% pribitku.  
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3.5.3 Nanos na mikrotitrsko ploščico 
 
Po pripravi vseh potrebnih standardnih raztopin in reakcijskih zmesi, smo standarde skupaj 
z reakcijskimi raztopinami nanesli na mikrotitrsko ploščico s 384 vdolbinicami. Vsak 
standard,  -RT in NTC (ultra čista voda) smo na ploščico nanesli v treh ponovitvah v 
celokupnem volumnu 15,0 µL po naslednjem postopku: 
1. 9,0 µL pripadajoče reakcijske zmesi z različnimi koncentracijami oligonukleotidnih 
začetnikov. 
2. 6,0 µL standardne raztopine ali -RT ali negativne kontrole. 
Preglednica VII prikazuje shemo pipetiranja za optimizacijo koncentracije oligonukleotidnih 
začetnikov enega gena na mikrotitrski ploščici s 384 luknjicami. 
Preglednica VII: Shema pipetiranja na ploščici s 384 luknjicami za optimizacijo koncentracije oligonukleotidnih 
začetnikov. 
 
Po končanem nanosu smo mikrotitrsko ploščico prelepili s samolepilno prozorno folijo, ki 
preprečuje kontaminacijo vzorcev in kontaminacijo merilnega instrumenta. Nato smo 
ploščico dali centrifugirati za 3 minute na 2000 obratov/min. Po končanem centrifugiranju 
smo ploščico vstavili v instrument LightCycler 480. Izbrali smo pogoje (preglednica II), pod 
katerimi je potekala reakcija qPCR, ki so bili že predhodno določeni na instrumentu za 
reagent EvaGreen®qPCR Supermix. Pod enakimi pogoji so potekali vsi eksperimenti.  
 
1Replikat posameznega vzorca 
 1    2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 
A 
200nM 
st1 
-
1 
- st2 - - st3 - - st4 - - st5 - - st6 - - NTC - - 
-
RT 
- - 
B 
100nM 
st2  - - 
-
RT 
- -                   
C 
600nM 
st2 - - 
-
RT 
- -                   
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V programu smo določili mesto standardov in njihove koncentracije ter mesto za vse ostale 
vzorce. Nato je instrument LightCycler 480 izvedel reakcijo qPCR. 
 
3.6 DOLOČANJE IZRAŽANJA OZNAČEVALCEV 
 
Da bomo zadostili ciljem in namenom magistrske naloge, smo izmerili izražanje adipogenih, 
osteogenih in novih označevalcev na vzorcih MSC, izoliranih iz različnih predelov sinovije 
kolka in iz trabekularne kosti glave stegnenice. 
 
3.6.1 Priprava standardov za umeritveno krivuljo 
 
Umeritveno oziroma standardno krivuljo smo pripravili s pomočjo 6 standardov padajočih 
koncentracij. Koncentracijsko območje zajema koncentracije od 2,5 ng/µL do 0,078 ng/µL. 
Standarde smo pripravili z zaporednim redčenjem. Izhodno raztopino cDNA koncentracije 
10,0 ng/µL smo redčili z ultra čisto vodo. Pri pripravi smo upoštevali potreben volumen 
standardov za izvedbo qPCR. Standarde 1 do 5 smo za posamezen gen na mikrotitrsko 
ploščico nanesli v trojnikih. Standard 6, z najnižjo koncentracijo, smo na ploščico nanesli 
šest-krat. Pri pripravi standardov smo zmeraj upoštevali volumen za rezervo (za en gen). 
Torej, če smo pripravljali standarde za določanje izražanja petih genov, smo pripravili 
standarde za določanje šestih genov. Primer priprave standardne krivulje za določanje 
izražanja osteogenih označevalcev je prikazan v preglednici VIII. Standardne krivulje za 
ostale označevalce smo pripravili na podoben način, pri čemer so se končni volumni in s tem 
tudi volumen cDNA razlikovali glede na število genov, katerih izražanje smo določali. 
 
Preglednica VIII: Priprava standardne krivulje za določanje izražanja osteogenih označevalcev. 
Standard Volumen cDNA(µL) Volumen voda 
(µL) 
Končni volumen 
(µL) 
Prenos 
(µL) 
St1 (2,5 ng/µL) 55 µL cDNA 165 220 110 
St2 (1,25 ng/µL) 110 110 220 110 
St3 (0,625 ng/µL) 110 110 220 110 
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St4 (0,3125 ng/µL) 110 110 220 110 
St5 (0,1653 ng/µL) 110 110 220 110 
St6 (0,0825 ng/µL) 110 110 220  
 
3.6.2 Priprava vzorcev 
 
Vzorci, ki smo jih prejeli za ugotavljanje izražanja posameznih označevalcev, so bili treh 
različnih koncentracij: 2,5 ng/µL, 5,0 ng/µL in 10,0 ng/µL. Vse vzorce smo na mikrotitrsko 
ploščico nanašali v istih koncentracijah. In sicer v koncentraciji standarda 3 – 0,625 ng/µL, 
zato smo vse vzorce redčili z ultra čisto vodo do koncentracije 0,625 ng/µL. Pri pripravi in 
redčenju vzorcev, smo upoštevali potreben volumen ter dodatni volumen za rezervo. Primer 
postopka priprave vzorcev za določanje izražanja osteogenih označevalcev je prikazan v 
preglednici IX. 
Volumen vzorca = 3 (trojnik) x 6 (volumen vzorca, ki ga nanesemo v eno luknjico) µL x 6 
(število izmerjenih genov) = 108 µL. Pripravimo 110 µL posameznega vzorca s 
koncentracijo 0,625 ng/µL. 
Preglednica IX: Primer priprave vzorcev za določanje izražanja osteogenih označevalcev. 
Koncentracija 
vzorca 
(ng/µL) 
Volumen 
vzorca (µL) 
Volumen ultra 
čiste vode(µL) 
Skupni volumen 
(µL) 
Končna 
koncentracija vzorca 
(ng/µL) 
2,5  27,5 82,5 110 0,625 ng/µL 
5,0 13,8 96,2 110 0,625 ng/µL 
10,0 6,9 103,1 110 0,625 ng/µL 
 
3.6.3 Priprava reakcijske zmesi 
 
Reakcijska zmes, ki smo jo pripravili za vsak gen posebej, je bila sestavljena iz ulta čiste 
vode, 5x koncentriranega EvaGreen® qPCR Supermix reagenta ter istosmernih (F) in 
obratnosmernih (R) oligonukleotidnih začetnikov. Koncentracija oligonukleotidnih 
začetnikov (100 nM, 200 nM, 600 nM) je odvisna od optimalnega izražanja preiskovanega 
gena. Optimalne koncentracije, oligonukleotidnih začetnikov za določanje izražanja 
adipogenih in osteogenih označevalcev, so bile določene že predhodno. Sami smo določili 
27 
optimalne koncentracije oligonukleotidnih začetnikov za merjenje izražanja novih 
označevalcev. Pri potrebnem volumnu reakcijske zmesi za posamezen gen smo upoštevali 
število vzorcev in standardov, ki smo jih na mikrotitrsko ploščico nanašali v trojniku (razen 
standarda 6). Upoštevali smo tudi 10% volumsko rezervo zaradi izgub pri pipetiranju. 
Reakcijska zmes nam je služila tudi za NTC. Preglednica X prikazuje pripravo reakcijske 
zmesi za določanje izražanja osteogenih označevalcev v vseh treh koncentracijah 
oligonukleotidnih začetnikov. Za adipogene in nove označevalce smo reakcijsko zmes 
pripravili podobno. Glede na število vzorcev in optimalno koncentracijo oligonukleotidnih 
začetnikov smo prilagodili volumen reakcijske zmesi in s tem volumen posameznih 
komponent. 
Preglednica X: Priprava reakcijskih zmesi za določanje izražanja osteogenih označevalcev. 
  Koncentracija oligonukleotidnih začetnikov  
100 nM  200 nM  600 nM 
Volumen 
reagentov (µL)  
1 
ponovitev  
150 
ponovitev  
 
 
1 
ponovitev  
150 
ponovitev  
 
 
1 
ponovitev  
150 
ponovitev  
Ultra čista 
H2O  
5,85  877,5  5,7  855  5,1  765 
Istosmerni 
začetnik 20 
µM  
0,075  11,25  0,150  22,5  0,45  67,5 
Obratnosmerni 
začetnik  20 
µM  
0,075  11,25  0,150  22,5  0,45  67,5 
EvaGreen 5x 
konc.  
3,0  450  3,0  450  3,0  450 
cDNA 6,0     6,0     6,0    
 
3.6.4 Nanos na mikrotitrsko ploščico 
 
Standarde, vzorce in NTC smo nanesli na mikrotitrsko ploščico s 384 vdolbinicami v 
trojnikih (razen standard 6), pred tem pa smo v vdolbinice nanesli reakcijsko zmes za 
pripadajoč gen. 
Postopek nanašanja je bil sledeč: 
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1. 9,0 µL reakcijske zmesi za pripadajoč gen, 
2. 6,0 µL standarda/vzorca/NTC. 
Skupni reakcijski volumen v vsaki vdolbinici je bil 15,0 µL. Preglednica XI prikazuje shemo 
pipetiranja standardov, NTC in vzorcev za določevanje izražanja osteogenih označevalcev. 
Preglednica XI: Shema pipetiranja reakcijskih zmesi in vzorcev na ploščici s 384 luknjicami za določanje 
izražanja osteogenih označevalcev. 
 1    2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 
A 
 
st1 -
2 
- st2 - - st3 - - st4 - - st5 - - st6 - - - - - NTC - 
B 
 
Vz9 - - Vz10 - - Vz11 - - Vz12 - - Vz17 - - Vz18 - - Vz19 - - Vz20 - 
C 
 
Vz24 - - Vz25 - - Vz26 - - Vz30 - - Vz31 - - Vz32 - - Vz33 - - Vz38 - 
D 
 
Vz43 - - Vz44 - - Vz45 - - Vz46 - - Vz53 - - Vz54 - - Vz57 - - Vz58 - 
E 
 
Vz59 - - Vz79 - - Vz82 - - Vz85 - - Vz86 - - Vz87 - - Vz88 - - Vz89 - 
F 
 
Vz90 - - Vz91 - - Vz100 - - Vz101 - - Vz104 - -         
 
  
 
2 Replikat vsakega vzorca 
29 
4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
4.1 ANALIZA REZULTATOV 
 
Analizo rezultatov qPCR smo izvedli s programsko opremo instrumenta LightCycler® 480 
II. Naredili smo analizo standardne krivulje, krivulje pomnoževanja in talilne krivulje. Na 
podlagi rezultatov smo izključili neustrezne vzorce in tudi standarde. Rezultate smo prikazali 
v obliki preglednic in grafov, ki smo jih naredili v programu Microsoft Excel. Za 
dokazovanje postavljenih hipotez smo uporabili statistični program SPSS (IBM 
SPSS Statistics, verzija 22). 
 
4.2 KVANTIFIKACIJA IZRAŽANJA GENOV 
 
Namen metode qPCR je kvantifikacija nastalega produkta, ki poteka v vsakem ciklu v 
eksponentni fazi (45). Na podlagi kvantifikacije produkta lahko izračunamo začetno 
vrednost cDNA v vzorcu ter s tem izražanje gena. Kvantifikacija pomeni določitev količine 
nastalega produkta in je lahko absolutna ali relativna.  
Absolutna kvantifikacija pomeni določitev točne koncentracije ali števila kopij nastalega 
produkta. Izvedemo jo s pomočjo standardne krivulje, ki jo naredimo s standardi različnih 
koncentracij, ki morajo zajemati celotno koncentracijsko območje, ki ga pričakujemo za 
iskane tarče. Standardov naj bi bilo vsaj 5. Standardna krivulja je graf odvisnosti logaritma 
koncentracije standardov od pripadajočih Cp (46). Vzorce z neznano koncentracijo iskane 
tarče kvantificiramo na podlagi standardne krivulje, saj poznamo njihov Cp (35, 41, 45, 46). 
Relativna kvantifikacija pomeni določitev izražanja gena s pomočjo eksternega standarda ali 
referenčnega gena. V primeru uporabe referenčnega gena so rezultati podani kot razmerje 
med ekspresijo tarčnega gena in ekspresijo referenčnega gena. Torej ne določimo 
natančnega števila kopij ali koncentracije. Obstaja veliko matematičnih modelov za izračun 
ekspresije gena z relativno kvantifikacijo (metoda Livak, metoda Pfafll) (37, 41, 47). 
V naši raziskavi smo izvedli absolutno kvantifikacijo. S pomočjo standardne krivulje smo 
določili koncentracije genov za posamezne označevalce.  
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4.2.1 Analiza standardne krivulje 
 
Standardna krivulja nam služi za kvantifikacijo tarče oziroma produkta, ki nastane z reakcijo 
qPCR. Za izdelavo standardne krivulje potrebujemo najmanj 5 standardov različnih 
koncentracij, ki morajo zavzemati široko koncentracijsko območje. Pri absolutni 
kvantifikaciji, ki smo jo izvedli v naši raziskavi, vsi končni rezultati temeljijo na standardni 
krivulji, zato mora biti ta validirana (Slika 7) (37). 
 
Slika 7: Primer ustrezne standardne krivulje. 
 
Iz standardne krivulje določimo učinkovitost (angl. efficiency, E) reakcije pomnoževanja, ki 
je eden izmed kriterijev, ki nakazuje uspešnost qPCR eksperimenta. Učinkovitost določimo 
s pomočjo naklona standardne krivulje. Učinkovitost določimo z enačbo 1 (41, 46, 48). 
Enačba 1: Izračun učinkovitosti qPCR. Povzeto po (41). 
E= 10 (-1/m)-1 
V idealnem primeru je učinkovitost pomnoževanja 100%, kar predstavlja naklon -3,32. To 
pomeni, da se količina produkta v vsakem ciklu reakcije podvoji (E=2). Reakcija 
pomnoževanja se smatra za uspešno, kadar je učinkovitost med 90% in 110%, kar ustreza 
naklonu od -3,58 do -3,10 ter vrednosti E od 1,8 do 2,2 (37). Vzrokov za neidealno 
pomnoževanje je več. Vzroki za nizko učinkovitost so: prisotnost zaviralcev reakcije 
pomnoževanja (heparin, hemoglobin, fenoli, etanol…), neoptimalno načrtovani 
oligonukleotidni začetniki, neustrezen vzorec, napake v pipetiranju ali neprimerna 
umeritvena krivulja (37). 
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4.2.2 Analiza krivulje pomnoževanja 
 
Emisija fluorescence, ki nastaja med qPCR, je sorazmerna pomnoženi nukleinski kislini, 
katere nastanek lahko vidimo na krivulji pomnoževanja. Krivulja pomnoževanja je graf 
odvisnosti fluorescence na y osi od števila ciklov na x osi. Krivulja je sigmoidne oblike. Iz 
krivulje lahko že na prvi pogled ovrednotimo rezultate. Na sliki 8 je prikazan primer  krivulje 
pomnoževanja. Z zeleno barvo je označena krivulja pomnoževanja za NTC. Cp za NTC je 
nič, saj negativna kontrola ne vsebuje cDNA, zato produkt pomnoževanja ni nastal. Vzorce, 
katerih krivulje zelo izstopajo, je smiselno natančno pregledati in po možnosti izločiti iz 
obravnave rezultatov (slika 8). 
Slika 8: Primer krivulje pomnoževanja, ki prikazuje odvisnost fluorescence od števila ciklov (Cp). 
 
4.2.3 Analiza talilne krivulje 
 
Analizo talilne krivulje izvedemo takrat, kadar smo pri qPCR uporabili nespecifično 
označevanje produkta (37). Graf talilne krivulje predstavlja odvisnost fluorescence od 
temperature. Ob postopnem zviševanju temperature pride do hitrega padca fluorescence in 
denaturacije dvovijačne DNA. Interkelirano barvilo, ki smo ga uporabili za zaznavanje 
produkta, ob razpadu dvovijačne DNA ne oddaja več fluorescentnega signala. Do nenadnega 
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padca fluorescence pride v točki talilne temperature (angl. meltingpoint, Tm), kjer je 50% 
DNA v dvovijačni in 50% v enovijačni obliki. Talilno temperaturo lažje razberemo iz grafa, 
kjer je na y osi negativna vrednost prvega odvoda fluorescence po temperaturi (-DF/DT), na 
x osi pa temperatura. Maksimum grafa je talilna temperatura. Talilna krivulja omogoča 
identifikacijo nespecifičnih produktov pomnoževanja. Reakcija je specifična, kadar na grafu 
talilne krivulje vidimo samo en vrh, pri čemer NTC vrhovi ne smejo biti prisotni (34). 
Koraki taljenja so naslednji: 
1. Hitro segrevanje qPCR produkta na 94 °C – denaturacija dvovijačne DNA.  
2. Ohlajanje produkta na 60 °C.  
Izvede se počasno segrevanje vzorca za 0,2 °C/ s. Pri povečevanju temperature 
se dvovijačna DNA  denaturira  in fluorescenčni signal začne padati. Tm je točka, ko je 50 
% dvovijačne DNA v obliki enovijačne DNA. 
Slika 9 prikazuje primer specifičnega produkta prikazanega z obema prej omenjenima 
grafoma. Slika 10 prikazuje produkt, ki ni zelo specifičen. Razlog za različne Tm oziroma 
''razvlečen produkt'' so najverjetneje različne izoforme gena. 
           Slika 9: Talilna krivulja specifičnega produkta.               Slika 10: Talilna krivulja produkta z več izoformami gena. 
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4.2.4 Analiza kontrol 
 
Z uporabo kontrol zagotovimo specifične rezultate. Ena izmed najpogostejših težav, na 
katere naletimo pri qPCR, je medsebojno povezovanje oligonukleotidnih začetnikov ter 
njihovo podaljševanje z DNA polimerazo, pri čemer nastanejo njihovi dimeri (angl. primer-
dimers) Do nastajanja le-teh pride zaradi podobnosti oziroma delne komplementarnosti med 
oligonukleotidnima začetnikoma. Nastali produkti so daljši kot sami oligonuleotidni 
začetniki. Takšno povezovanje predstavlja velik problem, kadar za zaznavanje nastalega 
produkta uporabimo nespecifično označevanje. Torej barvila, ki se nespecifično interkelirajo 
kamorkoli v nastajajočo dvoverižno DNA, pri čemer se lahko interkelirajo tudi v povezane 
in podaljšane oligonukleotidne začetnike. Posledično so dobljeni rezultati nepravilni. 
Prisotnost takšnih povezav lahko preverimo z gelsko elektroforezo ali s talilno krivuljo. V 
primeru specifičnega pomnoževanja na grafu talilne krivulje vidimo en vrh. Ob prisotnosti 
povezav med oligonukleotidnimi začetniki pa na grafu pri nižji temperaturi vidimo dodaten 
nižji, sploščen vrh. Najboljši način za zaznavo takšnih povezav je negativna kontrola (NTC), 
saj je tvorba povezav med oligonukleotidnimi začetniki, ko matrica, torej cDNA, ni prisotna, 
pogostejša. Torej NTC, ki vsebuje vse komponente reakcijske zmesi, razen cDNA, 
uporabimo za preverjanje kontaminacije in nastanka takšnih povezav (35). Slika 11 
prikazuje primer povezave med oligonukleotidnima začetnikoma. 
Slika 11: Talilna krivulja, na kateri vidimo nastanek povezav med oligonukleotidnima začetnikoma za določanje 
izražanja COL1A1. 
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Z -RT kontrolo preverimo prisotnost genomske DNA v vzorcu. Ta kontrola vsebuje vse 
komponente razen encima reverzne transkriptaze v procesu prepisa RNA v cDNA. V 
primeru nastanka produkta v -RT kontroli je ta posledica pomnoževanja zaostale genomske 
DNA iz postopka izolacija RNA iz vzorcev celic ali tkiv. Če v procesu reverzne transkripcije 
ni prepisa v cDNA, v vzorcu ostane RNA, ki pa se v procesu qPCR ne pomnožuje. Zaradi 
pomnoževanja genomske DNA, so rezultati previsoki in nespecifični (41, 49). Takšne vzorce 
moramo iz analize izključiti. 
 
4.3 OPTIMIZACIJA NOVIH OLIGONUKLEOTIDNIH ZAČETNIKOV 
 
Po končanem poskusu smo rezultate analizirali v programu LightCycler 480 II. Optimizacijo 
koncentracije oligonukleotidnih začetnikov smo ponovili še enkrat pri koncentracijah 200 
nM za gene CD73, CD146, CD164 in PDPN ter pri koncentraciji 100 nM in 600 nM za 
oligonukleotidna začetnika za izražanje gena CD146. 
V preglednici XII so predstavljeni rezultati najbolj optimalnih koncentracij 
oligonukleotidnih začetnikov. 
Preglednica XII: Rezultati najbolj optimalnih koncentracij oligonukleotidnih začetnikov za nove označevalce. 
Gen Konc. 
oligonukleotidnih 
začetnikov (nM) 
Učinkovitost 
in naklon 
standardne 
krivulje 
St1-St6 
(Cp) 
St2 
(Cp) 
NTC Specifičnost 
talilne 
krivulje 
-RT (Cp 
in Tm) 
CD73 200 2,196; 
2,927 
ST1=22,32 
ST2=22,93 
ST3=24,37 
ST4=24,61 
ST5=25,65 
ST6=26,63 
22,93 
 
Cp1=40 
Cp2=38,
39 
Cp3=NE
G 
Specifičen 
produkt  pri 
Tm=84 °C 
 
Cp=NEG 
Tm=78 °C 
CD146 600 2,187;  
2,943 
ST1=26,54 
ST2=27,65 
ST3=27,78 
ST4=29,21 
ST5=30,13 
ST6=30,73 
27,65 NEG, 
Cp2=40 
Specifičen 
produkt pri 
Tm=85 °C, 
nekaj primer 
dimerov 
Cp=NEG, 
40  
Tm=79,85 
°C 
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CD164 200 2,168;  
2,976 
 
ST1=21,59 
ST2=22,21 
ST3=23,60 
ST4=24,11 
ST5=24,96 
ST6=25,88 
22,21 NEG Specifičen 
produkt pri 
Tm=81 °C 
Cp=NEG 
Tm=74 °C 
PDPN 200 2,173;  
2,967 
ST1=25,41 
ST2=26,03 
ST3=27,13 
ST4=27,96 
ST5=28,91 
ST6=29,98 
26,03 NEG 
 
Specifičen 
produkt pri 
Tm=83 °C 
Cp=NEG 
Tm=NEG 
Tm, točka talilne temperature. 
 
Iz preglednice XII je razvidno, da je naklon standardne krivulje in s tem tudi učinkovitost, v 
želenem območju (1,8-2,2). Nastali produkti qPCR so specifični z različnimi talilnimi 
temperaturami. Pri -RT in negativni kontroli produkt ni nastal. V primeru, da NTC ni 
negativna in je Cp blizu 40 (CD73), pogledamo Cp zadnjega standarda oz. standarda z 
najnižjo koncentracijo, torej Cp standarda 6. Vidimo, da sta Cp standarda 6 in NTC daleč 
narazen, t.j. za 12 ciklov, kar pomeni, da je v NTC za 2Cp manj vzorca kot v standardu 6 in 
zato lahko NTC smatramo za negativno. Za najbolj optimalno koncentracijo 
oligonukleotidnega začetnika smo se odločili na podlagi analize talilne krivulje in primerjave 
Cp standarda 2 pri različnih koncentracijah oligonukleotidnih začetnikov. 
Slika 12 prikazuje uspešno optimizacijo izražanja gena s pomočjo oligonukleotidnega 
začetnika za določanje izražanje CD164 s koncentracijo 200 nM. Na sliki je graf Cp v 
odvisnosti od fluorescenčnega signala oziroma amplifikacijska krivulja. Z rdečo barvo so 
označene amplifikacijske krivulje standardov. Z zeleno barvo je označen signal za vzorca 
NTC in -RT, ki sta oba negativna 
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Slika 12: Amplifikacijska krivulja uspešno optimiziranega oligonukleotidnega začetnika. 
 
4.4 IZRAŽANJE OZNAČEVALCEV MSC 
 
Določali smo izražanje adipogenih, osteogenih in novih označevalcev MSC z metodo qPCR.  
4.4.1 Določanje izražanja adipogenih označevalcev MSC 
 
Hipoteza št. 1: Izražanje genov za adipogene označevalce mezenhimskih 
matičnih/stromalnih celic je glede na mesto odvzema tkiv v kolku za izolacijo teh celic 
enako.  
 
Adiponektin, vsebujoč C1Q in kolagensko domeno (ADIPOQ), 
s peroksisomskim proliferatorjem aktivirani receptor gama (PPARG) ter maščobne kisline 
vezoči protein 4 (FABP4), so adipogeni označevalci. Izražanje njihovih genov smo merili 
na 44 vzorcih MSC. 25 vzorcev primarnih MSC je bilo izpostavljenih adipogenemu 
diferenciacijskemu mediju (Tx vzorci), 19 vzorcev pa je prejelo navaden medij za gojenje 
celic (Ctl vzorci). Izražanje adipogenih označevalcev za 25 vzorcev smo določili v prvem 
eksperimentu, izražanje za 19 vzorcev pa v drugem eksperimentu. 
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Preglednica XIII: Rezultati qPCR merjenja izražanja genov za adipogene označevalce. 
Gen Učinkovitost 
( E) 
Naklon NTC Specifičnost 
(Tm) 
Izključeni 
vzorci 
SD 
replikatov 
vzorcev 
ADIPOQ 1,852 -3,738 neg Enojni vrh, 
Tm=86 °C 
15, 16, 49 0,72 
FABP4 1,840 -3,7 neg Enojni vrh, 
Tm=82-83 
°C 
Ni 
izključenih 
vzorcev 
0,16 
PPARG 1,842 -3,77 Cp1,2=40 
Cp3=37,05 
Enojni vrh, 
Tm=80-81 
°C 
Ni 
izključenih 
vzorcev 
0,65 
GAPDH 1,861 -3,706 Cp2=40 Enojni vrh, 
Tm=84 °C 
/ 1,65 
ADIPOQ 1,989 -3,348 neg Enojni vrh, 
Tm=86 °C 
Ni 
izključenih 
vzorcev 
0,54 
FABP4 1,949 -3,451 Cp2=40 Enojni vrh, 
Tm=82 °C 
Ni 
izključenih 
vzorcev 
0,99 
PPARG 2,062 -3,183 Cp2,3=40 Enojni vrh, 
Tm=81 °C 
Ni 
izključenih 
vzorcev 
0,77 
GAPDH 2,015 -3,286 neg Enojni vrh, 
Tm=84 °C 
/ 0,09 
SD, standardna deviacija. 
Vzorce, pri katerih pomnoževanje ni bilo specifično, smo izključili. Izključili smo tudi 
rezultate replikatov trojnika za vzorce, katerih rezultat v trojniku je izstopal. V vseh primerih 
je nastal specifičen produkt z različnimi talilnimi temperaturami. Vrednosti NTC so bile 
negativne. Izstopala je samo NTC v triplikatu pri določanju izražanja PPARG. S talilno 
krivuljo smo preverili produkt, ki pa ni bil enak iskanemu specifičnemu produktu, ampak je 
predstavljal dimere oligonukleotidnih začetnikov. Učinkovitost pomnoževanja je bila v 
pričakovanih mejah (1,8-2,2). 
Izmerjene vrednosti adipogenih označevalcev se ne porazdeljujejo normalno, zato smo za 
statistično dokazovanje razlik v izražanju označevalcev med MSC, pridobljenimi iz različnih 
tkiv, uporabili neparametrične teste (Mann-Whitney in Kruskal-Wallis). 
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Pri vzorcih, ki so bili tretirani z adipogenim diferenciacijskim medijem, nas je zanimala 
razlika v izražanju adipogenih označevalcev glede na mesto odvzema tkiv za izolacijo MSC. 
ADIPOQ se najbolje izraža pri tretiranih vzorcih, odvzetih iz KO in najslabše pri vzorcih, ki 
so bili odvzeti iz mesta S1, razlika pa ni statistično značilna (p=0,987). PPARG se glede na 
mesto odvzema najbolje izraža v vzorcih odvzetih iz mesta S2. Tudi ta razlika ni statistično 
značilna (p=0,644). Pri tretiranih vzorcih se FABP4 najbolje izraža pri vzorcih odvzetih iz 
KO, vendar je razlika manjša kot pri ADIPOQ. Najslabše se izraža v vzorcih, ki so bili 
odvzeti iz mesta S1. V izražanju FABP4 med S2 in S3 je majhna razlika. Razlika v izražanju 
FABP4 glede na mesto odvzema tkiv v kolku ni statistično značilna (p=0,917).  
Slika 13: Izražanje genov za adipogene označevalce pri vzorcih tretiranih z adipogenim medijem glede na mesto 
odvzema tkiv za izolacijo MSC. 
 
Adipogeni označevalci so se bistveno bolje izražali pri vzorcih, ki so bili izpostavljeni 
adipogenemu diferenciacijskemu mediju, torej pri tretiranih vzorcih (Tx). Manjša razlika je 
pri označevalcu PPARG. Najbolje se je izražal ADIPOQ najmanj pa PPARG. Pri netretiranih 
vzorcih so se vsi označevalci izražali v nizkih koncentracijah glede na tretirane. Glede na 
veliko razliko med izražanjem adipogenih označevalcev ADIPOQ in FABP4 med Tx in Ctl, 
lahko sklepamo, da je adipogena diferenciacija uspešno potekla. Razlika v izražanju med Tx 
in Ctl vzorci pa je pri PPARG manjša, kar nakazuje, da je ta označevalec manj primeren za 
ugotavljanje uspešnosti adipogeneze na genskem nivoju (Slika 14).  
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S statističnim testom Kruskal-Wallis smo potrdili, da v izražanju adipogenih označevalcev 
(Tx in Ctl vzorci ne glede na mesto odvzema tkiv za izolacijo MSC) ni statistično značilnih 
razlik (p=0,080). 
Slika 14: Razlika v izražanju genov za adipogene označevalce pri tretiranih in netretiranih vzorcih ne glede na mesto 
odvzema tkiv v kolku. 
 
V izražanju ADIPOQ med tretiranimi in netretiranimi vzorci obstaja velika razlika, ki je tudi 
statistično značilna (p≤0,001). PPARG se tudi bolje izraža v vzorcih, ki so bili predhodno 
tretirani z adipogenim medijem, a je razlika manjša kot pri ostalih dveh adipogenih 
označevalcih. Razlika v izražanju med Tx in Ctl vzorci je statistično značilna (p=0,017). 
FABP4 se, kot je bilo tudi pričakovano, bolje izraža pri vzorcih, ki so bili tretirani z 
adipogenim diferenciacijskim medijem. Razlika v izražanju med Tx in Ctl vzorci je 
statistično značilna (p≤0,001). 
 
Zaključek 
Kljub temu, da se ADIPOQ in FABP4 najbolje izražata pri vzorcih, odvzetih iz mesta KO in 
PPARG iz mesta S2 v kolku, statistično značilne razlike v izražanja genov adipogenih 
označevalcev glede na mesto odvzema tkiv za izolacijo MSC nismo uspeli dokazati. 
Adipogeni označevalci se glede na mesto odvzema izražajo enako. Sprejmemo prvo 
hipotezo. Glede na naše rezultate, ki kažejo, da je izražanje vseh adipogenih označevalcev 
večje v skupini Tx vzorcev, lahko sklepamo, da je adipogena diferenciacija MSC potekla 
uspešno. Obstajajo pa razlike med različnimi označevalci. Največja razlika med Tx in Ctl 
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vzorci je pri ADIPOQ ter najmanjša pri PPARG, ki naj bi bil zgodnji označevalec 
adipogeneze (50). Prisotnost PPARG naj bi pospešila adipogeno diferenciacijo MSC (26). 
Statistično značilno razliko med Tx in Ctl smo uspeli dokazati pri vseh treh adipogenih 
označevalcih. Izmed vseh adipogenih označevalcev, katerih izražanje smo merili, se je 
najbolje izražal ADIPOQ, najmanj pa PPARG. Gen ADIPOQ kodira protein adiponektin. Ta 
se izloča iz maščobnega tkiva in na ta način sodeluje pri homeostazi glukoze, oksidaciji 
maščobnih kislin in lipidov ter pri uravnavanju inzulinske občutljivosti. Predstavlja tudi 
potencial za biološki kazalec poškodb sklepov, kar je tudi smiselno v našem primeru (51), 
saj so vzorci bili odvzeti pri artoskopiji kolka. To je poseg, s katerim se zdravijo številne 
bolezni in poškodbe kolčnega sklepa.  
 
4.4.2 Določanje izražanja osteogenih označevalcev MSC 
 
Hipoteza 2: Izražanje genov za osteogene označevalce mezenhimskih matičnih/stromalnih 
celic je glede na mesto odvzema tkiv v kolku za izolacijo teh celic enako. 
 
Pri merjenju osteogenih označevalcev smo določili izražanje osteokalcina (OC), α-1-verige 
kolagena tipa 1 (COL1A1), alkalno fosfatazo (ALP) in transkripcijski dejavnik 2 
z “Runt” domeno (RUNX2). Te označevalce smo določali na 40 vzorcih. 23 vzorcev je bilo 
tretiranih z osteogenim medijem, ki usmeri diferenciacijo MSC v osteoblastno linijo (Tx). 
17 vzorcev ni bilo tretiranih (Ctl). Naredili smo dva ločena eksperimenta. Vzorec številka 
25 smo zaradi negativnih rezultatov izražanja referenčnega gena GAPDH izključili iz 
obravnave. Rezultati qPCR so prikazani v preglednici XIV. 
Preglednica XIV: Rezultati qPCR določanja izražanja genov za osteogene označevalce. 
Gen Učinkovitost 
(E) 
Naklon NTC Specifičnost 
(Tm) 
Izključeni 
vzorci 
SD 
replikatov 
vzorcev 
OC 1,863 -3,7 Cp1=31,21 
Cp2=32,14 
Razvlečen vrh 
Tm=87-89 °C 
53 1,47 
COL1A1 2,125 -3,055 Cp1=35,93 
Cp2=35,83 
Cp3=37,06 
Enojni vrh, 
Tm=83 °C 
/ 0,2 
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ALP 2,116 -3,071 Cp1=36,73 
Cp2=37,21 
Cp3=39,06 
Razvlečen vrh 
Tm=83-85 °C 
Ni izključenih 
vzorcev 
1,62 
RUNX2 1,930 -3,49 neg Enojni vrh  
Tm=83 °C 
Ni izključenih 
vzorcev 
0,83 
GAPDH 1,865 -3,693 neg Razvlečen vrh 
Tm=83-85 °C 
25 1,71 
OC 1,865 -3,693 Cp3=36,78 Enojni vrh 
Tm=88 °C 
/ 0,08 
COL1A1 2,125 -3,055 Cp2=39,45 Enojni vrh 
Tm=84 °C 
/ 0,05 
ALP 1,979 -3,373 Cp1=25,22 Razvlečen vrh 
Tm=83-85 °C 
Ni izključenih 
vzorcev 
0,28 
RUNX2 1,931 -3,499 Cp1=26,07 
Cp2=26,91 
Cp3=27,90 
Enojni vrh Tm= 
83 °C 
/ 0,07 
GAPDH 1,865 -3,693 Cp3=36,78 Enojni vrh 
Tm=84 °C 
/ 0,05 
 
V štirih primerih (OC, GAPDH in ALP v obeh eksperimentih) je nastal razvlečen produkt na 
talilni krivulji, ki je najverjetneje posledica prisotnosti različnih izoform gena. Negativna 
kontrola pri merjenju izražanja RUNX2 je sicer pozitivna. Vendar produkt, ki je nastal, ni 
enak produktu, ki je nastal s prileganjem oligonukleotidnega začetnika za gen RUNX2, 
ampak gre za dimere oligonukleotidnih začetnikov. Učinkovitost pomnoževanja je ustrezna, 
saj v nobenem primeru ne presega zastavljenih vrednosti (1,8-2,2). 
Izmerjene vrednosti vseh genov za osteogene označevalce se ne porazdeljujejo normalno. 
Zato smo za preverjanje zastavljenih hipotez uporabili neparametrične teste (Mann-Whitney 
in Kruskal-Wallis). 
Mesto odvzema tkiv za izolacijo vzorcev MSC vpliva na izražanje osteogenih označevalcev. 
Pri vzorcih (Tx) odvzetih iz mesta KO se najbolje izraža RUNX2. Njegovo izražanje 
prevladuje tudi pri vzorcih, ki so bili odvzeti iz mesta S1 in S3. Pri tretiranih vzorcih, 
odvzetih iz mesta S2, se približno enako izražata OC in RUNX2. 
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Slika 15: Izražanje genov za osteogene označevalce pri vzorcih tretiranih z osteogenim medijem glede na mesto odvzema 
tkiv za izolacijo MSC. 
 
OC se pri tretiranih vzorcih najbolje izraža pri tistih, ki so bili odvzeti iz mesta S2 in najmanj 
pri vzorcih odvzetih iz mesta KO. S statističnim neparametričnim testom za več vzorcev smo 
uspeli dokazati statistično značilno razliko (p=0,022) v izražanju OC pri tretiranih vzorcih 
glede na mesto odvzema tkiv. COL1A1 se najbolje izraža pri tretiranih MSC, ki so bile 
izolirane iz mesta KO in najmanj pri tistih izoliranih iz mesta S1. Statistično značilna razlika 
v izražanju, glede na mesto odvzema tkiv za izolacijo MSC, obstaja tudi v primeru COL1A1 
(p=0,007). ALP se pri tretiranih MSC najbolje izraža pri tistih, ki so bile izolirane iz mesta 
S1 in najmanj pri vzorcih MSC izoliranih iz mesta S2. Razlika ni statistično značilna 
(p=0,870). RUNX2 se najbolje izraža pri tretiranih vzorcih MSC, ki so bile izolirane iz mesta 
KO in najmanj pri vzorcih MSC izoliranih iz mesta S1, ampak razlika ni statistično značilna 
(p=0,469).  
Uspešno osteogenezo lahko potrdimo samo pri COL1A1 in RUNX2, saj je samo pri teh dveh 
označevalcih izražanje v skupini Tx vzorcev večje, kot izražanje v skupini s Ctl vzorci. Na 
splošno se najbolje izraža RUNX2. 
S statističnim testom Kruskal-Wallis smo dokazali, da se izražanje osteogenih označevalcev 
med vzorci MSC izoliranih iz različnih tkiv odvzetih iz različnih predelov kolka, statistično 
razlikuje (p≤0,001), in sicer se izražanje RUNX2 statistično razlikuje od izražanja vseh 
ostalih osteogenih označevalcev, ki smo jih izmerili.  
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Slika 16: Razlika v izražanju genov za osteogene označevalce pri tretiranih in netretirnaih vzorcih ne glede na mesto 
odvzema tkiv v kolku. 
 
OC se izraža enako pri Tx in Ctl vzorcih (p=0,452). COL1A1 se bolj izraža pri vzorcih, ki 
so bili tretirani z diferenciacijskim medijem. Razlika v izražanju je statistično značilna 
(p=0,009). ALP se bolje izraža pri netretiranih vzorcih, ampak razlika ni statistično značilna 
(p=0,945). RUNX2 se bolje izraža pri vzorcih, ki so bili tretirani z diferenciacijskim 
medijem, vendar razlika v izražanju ni statistično značilna (p=0,924). 
 
Zaključek 
Drugo zastavljeno hipotezo, ki pravi, da je izražanje genov za osteogene označevalce, glede 
na mesto odvzema tkiv za izolacijo MSC v kolku, enako, lahko le delno sprejmemo in delno 
zavržemo. S statističnimi testi smo dokazali, da statistična razlika v izražanju osteogenih 
genov, glede na mesto odvzema tkiv za izolacijo MSC, obstaja le pri izražanju OC in 
COL1A1. Razlika v izražanju ALP in RUNX2, je glede na mesto odvzema tkiv v kolku 
statistično enaka. RUNX2 in COL1A1 (Tx vzorci) se najbolje izražata pri vzorcih odvzetih 
iz mesta KO. ALP se pri Tx vzorcih najbolje izraža pri tistih, ki so bili odvzeti iz mesta S1. 
OC se najbolje izraža pri Tx vzorcih, ki so bili odvzeti iz mesta S2, vendar te razlike niso 
statistično signifikantne. 
Uspešno osteogenezo, torej statistično značilne razlike med Tx in Ctl vzorci glede na mesto 
odvzema tkiv v kolku, lahko potrdimo samo pri COL1A1. Pričakovali smo, da bodo 
uspešnost osteogeneze pokazali vsi štirje označevalci, ampak se OC in ALP bolje izražata 
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pri vzorcih, ki niso bili tretirani z diferenciacijskim medijem (Ctl), zato uspešne osteogene 
diferenciacije s pomočjo teh dveh označevalcev ne moremo potrditi. Razlika v izražanju 
RUNX2 pa ni statistično značilna. Zmanjšano izražanje OC se pokaže, kadar se osteoblasti 
v procesu transdiferenciacije spremenijo v adipocite. Ravnovesje med osteogenezo in 
adipogenezo se pomakne v smer adipogeneze (52). COL1A1 in RUNX2 sta zgodnja 
označevalca osteogeneze in ju hitreje zaznamo (53). To je najverjetneje razlog za večje 
izražanje. RUNX2 je tudi glavni transkripcijski dejavnik vključen v regulacijo diferenciacije 
MSC v osteoblaste (54), ampak se njegovo izražanje spreminja glede na zrelost osteoblastov 
(55). In vitro študije kažejo, da RUNX2 nadzoruje izražanje COL1A1, ki se prav tako izraža 
različno glede na zrelost osteoblastov. Najbolje se izraža v zrelih osteoblastih (55).  
 
4.4.3 Določanje izražanja novih označevalcev MSC 
 
Hipoteza 3: Izražanje genov za nove označevalce MSC je, glede na mesto odvzema tkiv v 
kolku za izolacijo mezenhimskih matičnih/stromalnih celic, enako.  
 
Določili smo tudi izražanje genov za nove označevalce MSC, katerih optimalno 
koncentracijo oligonukleotidnih začetnikov za metodo qPCR smo predhodno zoptimizirali. 
To so podoplanin (PDPN), 5'-nukleotidaza (CD73), celični površinski glikoprotein MUC18 
(CD146) in sialomucin jedrni protein 24 (CD164). Njihovo izražanje smo določili na 27 
vzorcih, ki niso bili izpostavljeni diferenciacijskemu mediju, ampak samo mediju za gojenje 
celic. V obravnavo so bili vključeni vsi vzorci. Rezultati qPCR so prikazani v preglednici 
XV. 
Preglednica XV: Rezultati qPCR za določanja izražanja genov za nove označevalce MSC. 
Gen Učinkovitost 
(E) 
Naklon NTC Specifičnost 
(Tm) 
Izključeni 
vzorci 
SD replikatov 
vzorcev 
PDPN 2,006 -3,308 Cp2=40 Enojni vrh 
Tm=83 °C 
Ni izključenih 
vzorcev 
2,99 (zelo 
izstopajoča 
vrednost) 
45 
CD73 2,195 -2,929 Cp1=37,95 
Cp2=35,84 
Cp3=40 
Enojni vrh 
Tm=84 °C 
Ni izključenih 
vzorcev 
0,36 
CD146 1,833 -3,799 Cp1=40 
Cp2=36,40 
Cp3=38,45 
Enojni vrh 
Tm=84 °C 
52 0,43 
CD164 1,999 -3,324 Cp2=40 Enojni vrh 
Tm=81 °C 
Ni izključenih 
vzorcev 
0,16 
GAPDH 2,010 -3,298 neg Enojni vrh 
Tm=84-85 °C 
Ni izključenih 
vzorcev 
0,37 
 
qPCR je bila uspešna v vseh primerih. Učinkovitost in naklon standardne krivulje sta 
primerna. NTC so bile negativne, razen pri CD73 in CD146. V teh primerih je Cp negativne 
kontrole daleč oddaljen od Cp-ja najnižjega standarda, torej standarda 6. Nastali produkt ni 
bil enak specifičnemu produktu, ki je nastal s prileganjem teh dveh oligonukleotidnih 
začetnikov na matrično cDNA, ampak nakazuje tvorbo dimerov oligonukleotidnih 
začetnikov. Vsi nastali produkti so specifični, kar nakazuje enojni vrh v talilni krivulji. 
Preverili smo normalnost porazdelitev izmerjenih vrednosti za posamezni označevalec z 
uporabo Shapiro-Wilkovega testa. Porazdelitev vseh novih označevalcev ni normalna, zato 
smo za preverjanje hipotez uporabili neparametrične teste (Kruskal-Wallis). Najbolje, s 
precejšno razliko, se izraža CD73 (slika 17). Najmanj se izraža CD146. Razlika med 
izražanjem novih označevalcev v vzorcih MSC, ne glede na mesto odvzema tkiv za izolacijo 
MSC v kolku, ni statistično značilna (p=0,084). 
Slika 17: Izražanje novih označevalcev. 
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Tudi glede na mesto odvzema tkiv za izolacijo MSC nismo ugotovili razlik v izražanju novih 
označevalcev v vzorcih MSC. (slika 18).  
Slika 18: Izražanje genov za nove označevalce glede na mesto odvzema tkiv za izolacijo MSC. 
 
PDPN se najbolje izraža pri vzorcih odvzetih iz mesta S3 in najmanj pri tistih, ki so bili 
odvzeti iz mesta KO. Razlika med izražanjem PDPN, pri vzorcih odvzetih iz mesta S1 in 
S2, je mala. Statistično značilne razlike v izražanju PDPN glede na mesto odvzema tkiv 
nismo uspeli dokazati (p=0,099). Označevalec CD73 se najmanj izraža pri vzorcih odvzetih 
iz mesta S1 in najbolje pri tistih vzorcih, ki so bili odvzeti iz mesta S2. Razlika v izražanju 
ni statistično značilna (p=0,543). CD146 je edini izmed novih označevalcev, ki se najbolje 
izraža pri vzorcih odvzetih iz mesta KO. Njegovo izražanje je bistveno manjše pri vzorcih 
odvzetih iz mesta S2. Razlika v izražanju glede na mesto odvzema ni statistično značilna 
(p=0,222). CD164 se najbolje izraža pri vzorcih odvzetih iz mesta S3. Najslabše izražanje 
vidimo na mestu S1. Razlika v izražanju tega označevalca, glede na mesto odvzema, ni 
statistično značilna (p=0,196). 
 
Zaključek 
Na splošno se od novih označevalcev najbolje izraža CD73, kar je tudi pričakovano. CD73 
je eden izmed treh pozitivnih označevalcev za identifikacijo MSC (56). Najslabše izražanje 
opazimo pri CD146, kar je tudi pričakovano, saj gre za negativni označevalec MSC, kar 
pomeni, da ga celice ne smejo izražati. Sledi mu CD164, ampak razlika v izražanju 
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označevalcev ni statistično značilna. Statistično tudi nismo dokazali razlike v izražanju 
novih označevalcev glede na mesto odvzema tkiv za izolacijo MSC v kolku. Zato sprejmemo 
tretjo hipotezo. Izražanje novih označevalcev je glede na mesto odvzema tkiv v kolku enako. 
Statistično neznačilno se sicer PDPN in CD73 najbolje izražata pri vzorcih odvzetih iz mesta 
S2. Največjo koncentracijo označevalca CD146 zaznamo pri vzorcih odvzetih iz mesta KO. 
CD164 se najbolje izraža pri tistih vzorcih, ki so bili odvzeti iz mesta S3. PDPN+, CD73+, 
CD146- in CD164+ celice so pred kratkim odkrita subpopulacija multipotentnih humanih 
skeletnih matičnih celic s sposobnostjo obnove (25). Te celice se na akutno poškodbo 
odzovejo takoj in se začnejo pomnoževati na mestu poškodbe. V našem primeru MSC sicer 
izražajo CD146, a manj kot ostale nove označevalce. 
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5 SKLEP 
 
Mezenhimske matične/stromalne celice (MSC) so zelo raznolika in še ne povsem raziskana 
celična populacija. Zaradi svojih sposobnosti neprestanega samoobnavljanja in precejšnje 
neimunogenosti predstavljajo velik potencial za uporabo v regenerativni medicini in za 
zdravljenje degenerativnih in vnetnih bolezni. Področje MSC je še precej neznano in 
nejasno. Težavo predstavlja že sama njihova identifikacija, saj specifičnega označevalca 
MSC še nismo našli. Zato za določitev populacij in subpopulacij MSC uporabljamo 
kombinacijo večih označevalcev. S to problematiko smo se ukvarjali tudi mi. 
Pri raziskovanju smo prišli so naslednjih zaključkov: 
- Izražanje genov za adipogene označevalce je glede na mesto odvzema tkiv v kolku 
za izolacijo MSC enako. Pri vseh genih za adipogene označevalce lahko potrdimo 
uspešno adipogeno diferenciacijo, saj so se bolje izražali pri vzorcih MSC, ki so bili 
izpostavljeni adipogenemu gojitvenemu mediju.  
- Izražanje genov za osteogene označevalce je glede na mesto odvzema tkiv v kolku 
enako za RUNX2 in ALP. Statistična značilna razlika v izražanju, glede na mesto 
odvzema tkiv v kolku obstaja za OC in COL1A1, pri čemer podatek za osteogeni 
označevalec OC ni relavanten, saj se ta bolje izraža pri vzorcih, ki jih nismo 
izpostavili osteogenemu diferenciacijskemu mediju. Ker smo uspešno osteogeno 
diferenciacijo dokazali le pri RUNX2 in COL1A1, bi predlagala ponovitev raziskave 
na večjem številu vzorcev. Iz dobljenih rezultatov sklepam, da bi COL1A1 lahko 
uporabljali kot označevalec osteogene subpopulacije MSC izolirane iz mesta KO v 
kolku. Za potrditev te predpostavke bi iz mesta KO odvzeli več tkivnih vzorcev in 
izolirali MSC. Izolirane MSC bi imunofenotipizirali in znova preverili v kakšni meri 
se izraža COL1A1.  
- Izražanje genov za nove označevalce MSC je glede na mesto odvzema tkiv v kolku 
enako. Statistično neznačilno se sicer najbolj izraža CD73, kar je bilo tudi 
pričakovano, saj je eden izmed treh pozitivnih označevalcev za identifikacijo MSC. 
Najmanj pa se izraža CD146, kar je tudi pričakovano, saj je negativni označevalec 
MSC. V literaturi je omenjeno, da imajo MSC s fenotipom CD73+, PDPN+, CD164+ 
in CD146- velik potencial samoobnove. Predlagam, da bi nadalje poskušali 
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ugotoviti, ali smo izolirali subpopulacijo MSC z izjemno sposobnostjo samoobnove, 
saj so takšne ugotovitve bistvene za uporabo MSC v terapevtske namene.  
Naša dognanja iz izvedene raziskave lahko služijo kot osnova za nadalnje raziskave na 
področju MSC. Največja težava pri uporabi MSC je predvsem identifikacija le-teh, saj še 
nismo našli specifičnega označevalca, ki bi nam omogočal hitro in specifično identifikacijo 
MSC. Upamo, da je zaradi naše raziskave ta ugotovitev malo bliže, saj je identifikacija 
bistvena za uspešno uporabo MSC za avtologno in alogeno celično terapijo za zdravljenje 
poškodb in bolezni. 
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7 PRILOGE 
 
7.1 VZORCI cDNA, NA KATERIH SMO DOLOČILI IZRAŽANJE GENOV 
 
Št 
pacienta 
Št 
vzorca 
Oznaka 
vzorca 
Tx/Ctl vzorci qPCR za 
markerje 
Konc. 
cDNA 
(ng/uL) 
Pasaža Tip 
tkiva 
Diagnoza in terapija 
1 1 OKK5 nediferencirani novi 
markerji 
10 p2 S3 Artroza na acetab I-II. st., 
degen. labrumruptura, 
resekcija labruma 
2 2 OKK6 nediferencirani novi 
markerji 
10 p2 S1 Šiv labruma 
2 3 OKK6 nediferencirani novi 
markerji 
10 p2 S3 Šiv labruma 
4 4 OKK8 nediferencirani novi 
markerji 
5 p2 S1 Shaving labruma 
4 5 OKK8 nediferencirani novi 
markerji 
2,5 p2 S2 Shaving labruma 
4 6 OKK8 nediferencirani novi 
markerji 
2,5 p2 KO Shaving labruma 
1 7 OKK5 nediferencirani novi 
markerji 
5 p3 S2 Artroza na acetab I-II. st., 
degen. labrumruptura, 
resekcija labruma 
3 8 OKK7 nediferencirani novi 
markerji 
5 p3 S2 Med operacijo ni bilo 
opravljeno nič 
2 9 OKK6 Tx osteo 10 p2 S1 Šiv labruma 
2 10 OKK6 Tx osteo 10 p2 S3 Šiv labruma 
2 11 OKK6 Ctl osteo 5 p2 S1 Šiv labruma 
2 12 OKK6 Ctl osteo 5 p2 S3 Šiv labruma 
2 13 OKK6 Tx adipo 10 p2 S1 Šiv labruma 
2 14 OKK6 Tx adipo 10 p2 S3 Šiv labruma 
2 15 OKK6 Ctl adipo 10 p2 S1 Šiv labruma 
2 16 OKK6 Ctl adipo 5 p2 S3 Šiv labruma 
1 17 OKK5 Tx osteo 10 p2 S3 Artroza na acetab I-II. st., 
degen. labrumruptura, 
resekcija labruma 
4 18 OKK8 Tx osteo 10 p2 S2 Shaving labruma 
1 19 OKK5 Ctl osteo 2,5 p2 S3 Artroza na acetab I-II. st., 
degen. labrumruptura, 
resekcija labruma 
4 20 OKK8 Ctl osteo 10 p2 S2 Shaving labruma 
1 21 OKK5 Tx adipo 10 p2 S3 Artroza na acetab I-II. st., 
degen. labrumruptura, 
resekcija labruma 
4 22 OKK8 Tx adipo 10 p2 S2 Shaving labruma 
1 23 OKK5 Ctl adipo 2,5 p2 S3 Artroza na acetab I-II. st., 
degen. labrumruptura, 
resekcija labruma 
4 24 OKK8 Tx osteo 10 p2 S1 Shaving labruma 
4 25 OKK8 Tx osteo 10 p2 KO Shaving labruma 
4 26 OKK8 Ctl osteo 2,5 p2 S1 Shaving labruma 
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4 27 OKK8 Tx adipo 10 p2 S1 Shaving labruma 
4 28 OKK8 Tx adipo 10 p2 KO Shaving labruma 
4 29 OKK8 Ctl adipo 2,5 p2 S1 Shaving labruma 
1 30 OKK5 Tx osteo 10 p3 S2 Artroza na acetab I-II. st., 
degen. labrumruptura, 
resekcija labruma 
3 31 OKK7 Tx osteo 10 p4 S2 Med operacijo ni bilo 
opravljeno nič 
1 32 OKK5 Ctl osteo 5 p3 S2 Artroza na acetab I-II. st., 
degen. labrumruptura, 
resekcija labruma 
3 33 OKK7 Ctl osteo 5 p4 S2 Med operacijo ni bilo 
opravljeno nič 
1 34 OKK5 Tx adipo 10 p3 S2 Artroza na acetab I-II. st., 
degen. labrumruptura, 
resekcija labruma 
3 35 OKK7 Tx adipo 10 p4 S2 Med operacijo ni bilo 
opravljeno nič 
1 36 OKK5 Ctl adipo 5 p3 S2 Artroza na acetab I-II. st., 
degen. labrumruptura, 
resekcija labruma 
3 37 OKK7 Ctl adipo 5 p4 S2 Med operacijo ni bilo 
opravljeno nič 
2 38 OKK6 Tx osteo 10 p4 KO Šiv labruma 
2 39 OKK6 Tx adipo 5 p4 KO Šiv labruma 
2 40 OKK6 nediferencirani novi 
markerji 
2,5 p4 KO Šiv labruma 
5 41 OKK9 nediferencirani novi 
markerji 
10 p2 S2 Artroza, pincer resekcija 
labruma+acetabuloplastika 
5 42 OKK9 nediferencirani novi 
markerji 
5 p2 KO Artroza, pincer resekcija 
labruma+acetabuloplastika 
5 43 OKK9 Tx osteo 10 p2 S2 Artroza, pincer resekcija 
labruma+acetabuloplastika 
5 44 OKK9 Tx osteo 10 p2 KO Artroza, pincer resekcija 
labruma+acetabuloplastika 
5 45 OKK9 Ctl osteo 10 p2 S2 Artroza, pincer resekcija 
labruma+acetabuloplastika 
5 46 OKK9 Ctl osteo 10 p2 KO Artroza, pincer resekcija 
labruma+acetabuloplastika 
5 47 OKK9 Tx adipo 10 p2 S2 Artroza, pincer resekcija 
labruma+acetabuloplastika 
5 48 OKK9 Tx adipo 10 p2 KO Artroza, pincer resekcija 
labruma+acetabuloplastika 
5 49 OKK9 Ctl adipo 10 p2 S2 Artroza, pincer resekcija 
labruma+acetabuloplastika 
5 50 OKK9 Ctl adipo 10 p2 KO Artroza, pincer resekcija 
labruma+acetabuloplastika 
6 51 OKK10 nediferencirani novi 
markerji 
5 p2 S3 Femoroacet. Utesnitev D 
kolka brez artroze 
7 52 OKK11 nediferencirani novi 
markerji 
5 p2 KO Artroza L kolka 
7 53 OKK11 Tx osteo 10 p3 S3 Artroza L kolka 
7 54 OKK11 Ctl osteo 5 p3 S3 Artroza L kolka 
7 55 OKK11 Tx adipo 5 p3 KO Artroza L kolka 
7 56 OKK11 Ctl adipo 10 p3 KO Artroza L kolka 
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6 57 OKK10 Ctl osteo 5 p3 KO Femoroacet. Utesnitev D 
kolka brez artroze 
6 58 OKK10 Tx osteo 10 p3 S3 Femoroacet. Utesnitev D 
kolka brez artroze 
6 59 OKK10 Ctl osteo 2,5 p3 S3 Femoroacet. Utesnitev D 
kolka brez artroze 
6 60 OKK10 Tx adipo 2,5 p3 KO Femoroacet. Utesnitev D 
kolka brez artroze 
6 61 OKK10 Ctl adipo 2,5 p3 KO Femoroacet. Utesnitev D 
kolka brez artroze 
6 62 OKK10 Tx adipo 10 p3 S3 Femoroacet. Utesnitev D 
kolka brez artroze 
6 63 OKK10 Ctl adipo 2,5 p3 S3 Femoroacet. Utesnitev D 
kolka brez artroze 
6 64 OKK10 nediferencirani novi 
markerji 
5 p3 KO Femoroacet. Utesnitev D 
kolka brez artroze 
6 65 OKK10 nediferencirani novi 
markerji 
5 p4 S3 Femoroacet. Utesnitev D 
kolka brez artroze 
6 66 OKK10 nediferencirani novi 
markerji 
5 p5 S2 Femoroacet. Utesnitev D 
kolka brez artroze 
7 67 OKK11 nediferencirani novi 
markerji 
2,5 p4 S1 Artroza L kolka 
8 68 OKK12 nediferencirani novi 
markerji 
10 p1 S2 Stanje po šivu labruma, brez 
artroze 
8 69 OKK12 nediferencirani novi 
markerji 
10 p1 S3 Stanje po šivu labruma, brez 
artroze 
8 70 OKK12 nediferencirani novi 
markerji 
10 p1 KO Stanje po šivu labruma, brez 
artroze 
8 72 OKK12 nediferencirani novi 
markerji 
10 p2 KO Stanje po šivu labruma, brez 
artroze 
9 73 OKK13 nediferencirani novi 
markerji 
10 p2 S2 Bolečina v kolku, nejasen 
vzrok, majhna 
rupturalabruma 
9 74 OKK13 nediferencirani novi 
markerji 
10 p2 KO Bolečina v kolku, nejasen 
vzrok, majhna 
rupturalabruma 
10 75 OKK14 nediferencirani novi 
markerji 
10 p2 KO Začetna artroza desnega 
kolka 
11 76 OKK15 nediferencirani novi 
markerji 
5 p1 KO Pincer utesnitev + artroza II. 
stopnje 
6 77 OKK10 Tx adipo 10 p6 S2 Femoroacet. Utesnitev D 
kolka brez artroze 
6 78 OKK10 Ctl adipo 10 p6 S2 Femoroacet. Utesnitev D 
kolka brez artroze 
6 79 OKK10 Tx osteo 10 p6 S2 Femoroacet. Utesnitev D 
kolka brez artroze 
8 80 OKK12 Tx adipo 10 p1 S2 Stanje po šivu labruma, brez 
artroze 
8 81 OKK12 Ctl adipo 5 p1 S2 Stanje po šivu labruma, brez 
artroze 
8 82 OKK12 Tx osteo 10 p1 S2 Stanje po šivu labruma, brez 
artroze 
8 83 OKK12 Tx adipo 10 p1 S3 Stanje po šivu labruma, brez 
artroze 
8 84 OKK12 Ctl adipo 5 p1 S3 Stanje po šivu labruma, brez 
artroze 
8 85 OKK12 Tx osteo 10 p1 S3 Stanje po šivu labruma, brez 
artroze 
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8 86 OKK12 Ctl osteo 5 p1 S3 Stanje po šivu labruma, brez 
artroze 
8 87 OKK12 Tx osteo 10 p2 KO Stanje po šivu labruma, brez 
artroze 
9 88 OKK13 Tx osteo 10 p2 S2 Bolečina v kolku, nejasen 
vzrok, majhna 
rupturalabruma 
10 89 OKK14 Tx osteo 10 p2 S1 Začetna artroza desnega 
kolka 
10 90 OKK14 Tx osteo 2,5 p2 KO Začetna artroza desnega 
kolka 
10 91 OKK14 Ctl osteo 10 p2 KO Začetna artroza desnega 
kolka 
8 92 OKK12 Tx adipo 10 p2 KO Stanje po šivu labruma, brez 
artroze 
8 93 OKK12 Ctl adipo 5 p2 KO Stanje po šivu labruma, brez 
artroze 
9 94 OKK13 Tx adipo 10 p2 S2 Bolečina v kolku, nejasen 
vzrok, majhna 
rupturalabruma 
10 95 OKK14 Tx adipo 10 p2 S1 Začetna artroza desnega 
kolka 
10 96 OKK14 Ctl adipo 5 p2 S1 Začetna artroza desnega 
kolka 
10 97 OKK14 Tx adipo 10 p2 KO Začetna artroza desnega 
kolka 
9 98 OKK13 Tx adipo 10 p4 KO Bolečina v kolku, nejasen 
vzrok, majhna 
rupturalabruma 
9 99 OKK13 Ctl adipo 10 p4 KO Bolečina v kolku, nejasen 
vzrok, majhna 
rupturalabruma 
9 100 OKK13 Tx osteo 10 p4 KO Bolečina v kolku, nejasen 
vzrok, majhna 
rupturalabruma 
9 101 OKK13 Ctl osteo 10 p4 KO Bolečina v kolku, nejasen 
vzrok, majhna 
rupturalabruma 
11 102 OKK15 Tx adipo 10 p4 KO Pincer utesnitev + artroza II. 
stopnje 
11 103 OKK15 Ctl adipo 10 p4 KO Pincer utesnitev + artroza II. 
stopnje 
11 104 OKK15 TX osteo 10 p4 KO Pincer utesnitev + artroza II. 
stopnje 
11 105 OKK15 nediferencirani novi 
markerji 
5 p1 S2 Pincer utesnitev + artroza II. 
stopnje 
11 106 OKK15 nediferencirani novi 
markerji 
10 p1 S3 Pincer utesnitev + artroza II. 
stopnje 
11 107 OKK15 Tx adipo 10 p2 S1 Pincer utesnitev + artroza II. 
stopnje 
11 108 OKK15 Tx osteo 10 p2 S1 Pincer utesnitev + artroza II. 
stopnje 
11 109 OKK15 Ctl osteo 2,5 p2 S1 Pincer utesnitev + artroza II. 
stopnje 
11 110 OKK15 Tx adipo 10 p2 S3 Pincer utesnitev + artroza II. 
stopnje 
11 111 OKK15 Ctl adipo 5 p2 S3 Pincer utesnitev + artroza II. 
stopnje 
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11 112 OKK15 Tx osteo 10 p2 S3 Pincer utesnitev + artroza II. 
stopnje 
11 113 OKK15 Ctl osteo 5 p2 S3 Pincer utesnitev + artroza II. 
stopnje 
 
 
7.2. SPSS IZPISI 
 
7.2.1 Testi normalnosti porazdelitve za vse označevalce 
 
 
 
 
 
7.2.2 Primerjava izražanja genov glede na mesto odvzema tkiv v vzorcu 
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- Adipogeni označevalci 
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- Osteogeni označevalci 
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- Novi označevalci 
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